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1 EINLEITUNG 
1.1 Zell-Zell-Fusionen sind Grundlage für die Entwicklung höherer 
eukaryotischer Lebensformen 
Die elementare Einheit aller Lebewesen ist die Zelle. Diese aus heutiger Sicht als selbstverständlich 
erscheinende Erkenntnis revolutionierte die Betrachtungsweise von einfachen und komplexeren 
Lebensformen und setzte den Grundstein für die moderne zellbiologische Forschung. Obwohl Zellen 
ihren Inhalt durch eine Membran und mögliche weitere Barrieren nach außen abgrenzen, werden sie 
durch abiotische und biotische Faktoren aus ihrer Umgebung beeinflusst und passen ihre Gestalt und 
ihr Verhalten entsprechend an. Sowohl bei einzelligen eukaryotischen Mikroben als auch innerhalb 
mehrzelliger Organismen kommt es zu einem umfangreichen Wechselspiel zwischen gleichartigen 
oder unterschiedlichen Zelltypen. Diese Zell-Zell-Interaktionen münden oftmals in der Verschmelzung 
(Fusion) zweier oder mehrerer Partnerzellen, welche die Reifung und/oder Differenzierung einzelner 
Zellen oder ganzer Zellverbände maßgeblich beeinflusst und in vielen Fällen zudem der sexuellen 
bzw. ungeschlechtlichen Vermehrung dient. 
Im Allgemeinen umfasst der Prozess der Interaktion und Fusion zwischen eukaryotischen Zellen drei 
grundlegende Phasen (Aguilar et al., 2013; Oren-Suissa & Podbilewicz, 2010). Zu Beginn nehmen die 
Zellen externe Reize wahr und initiieren dadurch ein Entwicklungsprogramm, das sie in einen 
fusionskompetenten Zustand versetzt. Diese stimulierten Zellen sekretieren dadurch bestimmte 
Signalsubstanzen und präsentieren Oberflächenproteine, welche die Zell-Zell-Erkennung vermitteln. 
Die Interaktionspartner bilden in der zweiten Phase polare Zellstrukturen aus, die in Folge gerichteten 
Wachstums oder Zellmigration zueinander zeigen und sich berühren. Nachdem der physische Kontakt 
zwischen den Zellen durch Adhäsion manifestiert worden ist, wird abschließend die Zell-Zell-Fusion 
eingeleitet. Dabei kommt es zur Vermischung und/oder zum Abbau der äußeren Begrenzungen an der 
Berührungsstelle der Zellen. Zwischen den sich berührenden Plasmamembranen wird schließlich eine 
Fusionspore ausgebildet, die sich erweitert und somit den Austausch von Zytoplasma und Organellen 
beider Interaktionspartner ermöglicht. 
Hinsichtlich ihres Zwecks werden Zell-Zell-Fusionen in zwei übergeordnete Gruppen eingeteilt 
(Abb. 1.1.1). Zum einen verschmelzen während der geschlechtlichen Vermehrung von Eukaryoten 
genetisch unterschiedliche Gameten miteinander und bilden eine Zygote, die den Ausgangspunkt für 
Nachkommen mit rekombinanten Eigenschaften darstellt. Zum anderen treten darüber hinaus 
Interaktionen und Fusionen zwischen somatischen Zellen mit der gleichen oder einer ähnlichen 
genetischen Ausstattung auf. Die Bildung solcher vielkernigen Synzytien ist Grundlage für eine Reihe 
von vegetativen Differenzierungs- und Entwicklungsschritten (Aguilar et al., 2013; Chen et al., 2007; 
Oren-Suissa & Podbilewicz, 2010). 
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Abb. 1.1.1: Zell-Zell-Fusionen dienen sowohl der sexuellen Vermehrung als auch der vegetativen 
Differenzierung und Entwicklung. 
A: Genetisch unterschiedliche Gameten fusionieren miteinander (Paarung bzw. Mating) und bilden eine Zygote, 
in der die Zellkerne der Eltern miteinander verschmelzen (Karyogamie). Im Ergebnis der darauffolgenden 
Meiose und Zytokinese entstehen Nachkommen, die elterliche oder rekombinante Eigenschaften aufweisen. 
B: Vegetative (somatische) Zellen einer Zellpopulation interagieren miteinander. Dabei können homotypische 
oder heterotypische Fusionen zwischen Zellen mit identischer bzw. ähnlicher genetischer Ausstattung auftreten. 
Infolgedessen entsteht ein homo- oder heterokaryotisches Synzytium, welches zu einem Gewebe oder Organ 
differenzieren kann oder auf eine andere Art und Weise der Entwicklung des Organismus dient. Doppelpfeile 
markieren Zell-Zell-Interaktionen. 
Das wohl bekannteste Beispiel für die sexuelle Zell-Zell-Fusion ist die paarweise Verschmelzung 
eines Spermiums mit einer Eizelle während der Befruchtung in Wirbeltieren (Primakoff & Myles, 
2007). Der Nematode Caenorhabditis elegans, eine Reihe von einzelligen und filamentösen Pilzen, 
Blütenpflanzen sowie das Mausmodell stellen in dieser Hinsicht geeignete Modellsysteme dar, um die 
generellen molekularen Faktoren, die an der Fusion zwischen männlichen und weiblichen Gameten 
beteiligt sind, zu untersuchen (Dresselhaus, 2006; Evans, 2012; Ni et al., 2011; Singson et al., 2008). 
Ungeschlechtliche Zell-Zell-Fusionen können zwischen diversen eukaryotischen Zelltypen beobachtet 
werden und tragen maßgeblich zum Wachstum, zur Entwicklung und zum Verhalten von Wirbellosen 
und Wirbeltieren bei. Dabei treten im Allgemeinen Fusionsereignisse sowohl zwischen gleichartigen 
(homotypischen) als auch unterschiedlichen (heterotypischen) Zellpaaren oder Gruppen von Zellen auf 
(Aguilar et al., 2013; Chen et al., 2007; Oren-Suissa & Podbilewicz, 2010). Während der Schwanger-
schaft in Säugetieren fusionieren Trophoblasten zu Synzytien, die die Plazenta aufbauen und den Fetus 
mit Nährstoffen, Sauerstoff und Hormonen versorgen (Gerbaud and Pidoux, 2015). Auch die Bildung 
von Epithelien und Organen während der Embryonal- und Larven-Entwicklung in C. elegans wird 
durch zahlreiche somatische Fusionsereignisse reguliert (Shemer & Podbilewicz, 2003). Die 
Vegetative (somatische) Zell-Zell-FusionenA BSexuelle Zell-Zell-Fusionen
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miteinander verbundenen tubulären Netzwerke, welche die Tracheen von Fruchtfliegen bzw. das 
Blutgefäßsystem von Zebrafischen hervorbringen, beruhen ebenfalls auf vegetativen Zell-Zell-
Fusionen (Caviglia & Luschnig, 2014) und ähneln strukturell den als Anastomosen bezeichneten 
Fusionsbrücken, die zwischen den Kompartimenten filamentöser Pilze gebildet werden (Buller, 1933; 
Hickey et al., 2002; Köhler, 1929; Köhler, 1930; Ward, 1888). Für den Aufbau von Muskeln in 
Wirbeltieren und Wirbellosen fusionieren Myoblasten zu röhrenförmigen Muskelfasern (Abmayr & 
Pavlath, 2012). Zudem sind vielkernige Osteoclasten, die aus homotypischen Fusionen zwischen 
Makrophagen hervorgehen, an der Balance zwischen dem Auf- und Abbau von Knochenmaterial 
beteiligt (Helming & Gordon, 2009). Obwohl vegetative Zell-Zell-Fusionen des Weiteren dazu 
beitragen, beschädigtes Gewebe und Nervenzellen zu regenerieren (Lluis & Cosma, 2010; Neumann 
et al., 2011), werden sie auch als eine Ursache für die Entstehung und das Fortschreiten von Krebs 
angesehen (Bjerkvig et al., 2005; Zhou et al., 2015). Da bestimmte Virus-Erkrankungen ein erhöhtes 
Risiko für die Bildung von Tumoren bewirken, wird vermutet, dass Fusionsproteine viralen Ursprungs 
zur Entstehung bösartig veränderter Zellen beitragen könnten (Gao & Zheng, 2011; Lluis & Cosma, 
2010). Jedoch verdeutlicht die in vitro-Fusion von Krebszellen mit B-Lymphozyten zu Antikörper-
produzierenden Hybridoma-Zelllinien in diesem Zusammenhang auch, dass Zell-Zell-Fusionen für 
diagnostische und therapeutische Zwecke nutzbar gemacht werden können (Köhler & Milstein, 1975; 
Smith & Crowe, 2015). 
Aufgrund der weitreichenden Bedeutung von Zell-Zell-Fusionen für die Entwicklung eukaryotischer 
Lebewesen widmen sich zahlreiche Forschungsprojekte der Aufklärung der zugrundeliegenden 
molekularen Mechanismen. Mit Hilfe von genetischen Modellorganismen können diesbezüglich 
sowohl allgemeine Konzepte als auch spezifische Faktoren dieses Prozesses im Detail untersucht 
werden (Aguilar et al., 2013). 
 
1.2 Der filamentöse Pilz Neurospora crassa eignet sich zur Untersuchung 
der Kommunikation und Fusion zwischen eukaryotischen Zellen 
Obwohl Pilze lange Zeit dem Forschungsgebiet der Botanik zugeordnet wurden, sind sie aus 
phylogenetischer Sicht näher mit den Tieren als mit den Pflanzen verwandt. Pilzspezies verfügen 
jedoch über zellbiologische Merkmale, die sich von denen der tierischen Zellen abgrenzen, und stellen 
somit ein eigenes Reich unter den eukaryotischen Lebensformen dar (Webster & Weber, 2007). 
Aufgrund ihrer oftmals einfachen experimentellen Handhabung werden verschiedene Arten von Pilzen 
verbreitet als Modellorganismen verwendet, um grundlegende Fragestellungen über eukaryotische 
Zellen zu untersuchen. Diesbezüglich hat sich der filamentöse Ascomycet Neurospora crassa als ein 
geeignetes System etabliert, mit welchem eine Vielzahl an genetischen, molekularbiologischen, 
biochemischen und zellbiologischen Analysen vorgenommen werden kann, die sowohl für Pilze im 
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Speziellen als auch für eukaryotische Lebewesen im Allgemeinen von hoher Relevanz sind (Davis & 
Perkins, 2002; Raju, 2009; Roche et al., 2014). Der detailliert beschriebene Lebenszyklus dieses Pilzes 
gestattet dabei unter anderem die Untersuchung verschiedenartiger Zell-Zell-Fusionen und deren 
Einfluss auf das Wachstum und die Entwicklung dieses Mikroorganismus (Fleißner et al., 2008; 
Springer, 1993). Von unschätzbarem Wert für sämtliche Studien mit N. crassa sind zudem dessen 
vollständig sequenziertes und annotiertes Genom sowie die umfangreiche Sammlung an Naturisolaten 
und Mutanten-Stämmen, darunter Deletionsmutanten von nahezu sämtlichen der etwa 10000 Protein-
codierenden Gene dieses Pilzes (Borkovich et al., 2004; Colot et al., 2006; Galagan et al., 2003; 
McCluskey et al., 2010; Ninomiya et al., 2004; Park et al., 2011). 
 
1.2.1 N. crassa ist ein typischer Vertreter der filamentösen Ascomyceten 
Ascomyceten stellen die größte Abteilung im Reich der Pilze dar. Wie nahezu alle Vertreter dieser 
Gruppe von eukaryotischen Mikroorganismen zeichnen sie sich durch eine heterotrophe Ernährungs-
weise aus, verfügen des Weiteren über eine Zellwand auf Basis von Chitin und Glucanen und sind 
darüber hinaus aufgrund ihrer asexuell und/oder sexuell produzierten Sporen ubiquitär verbreitet. Als 
Vegetationskörper bilden die meisten Pilze ein Myzel aus, das aus polar wachsenden, röhrenförmigen 
Filamenten, den Hyphen, besteht, welche sich mehrfach verzweigen und oftmals durch Zell-Zell-
Fusionen (Anastomosen) untereinander vernetzen. Das Myzel verkörpert demnach eine einzige 
„Pilzzelle“. Da die Hyphen der Ascomyceten durch die als Septen bezeichneten Querwände in 
Kompartimente untergliedert sind, werden jedoch Abschnitte innerhalb des Myzels geschaffen, die 
durch das Öffnen oder Verschließen der Septenporen miteinander in Verbindung gebracht oder 
voneinander abgegrenzt werden. Innerhalb des Hyphengeflechts strömen das Zytoplasma, Vesikel und 
Organellen, darunter einzelne bis zu hunderte von Zellkernen pro Kompartiment, durch die Filamente. 
Während Mikrotubuli dabei den Langstreckentransport der Zellbestandteile vermitteln und die Gestalt 
der Hyphen bestimmen, ist das Aktin-Zytoskelett maßgeblich für die starke Polarisation der 
Wachstumsfront des Myzels verantwortlich. Neben diesem Geflecht an Filamenten wachsen einige 
Ascomyceten ausschließlich in Form von einzelligen Hefen, darunter die Sprosshefe Saccharomyces 
cerevisiae und die Spalthefe Schizosaccharomyces pombe. Zudem gibt es dimorphe Arten wie 
Candida albicans, welche sowohl als Hefezellen als auch in Form von Hyphen wachsen können. 
Insgesamt weisen Pilze eine Vielzahl an Lebensweisen auf und decken verschiedenste ökologische 
Nischen ab. Neben den Saprophyten, die abgestorbenes Pflanzenmaterial als Substrat verwerten, 
wechselwirken Pilze ebenfalls als Mutualisten oder Parasiten mit anderen eukaryotischen Lebewesen, 
darunter vor allem mit vielen Pflanzenarten, aber auch mit Tieren sowie dem Menschen (Webster & 
Weber, 2007). 
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Die filamentös wachsende, saprophytische Pilzspezies N. crassa ist ein typischer Vertreter der 
Ascomyceten, welche auch als Schlauchpilze bezeichnet werden. Der Name dieser Gruppe leitet sich 
von den sackförmigen oder langgezogenen Asci ab, spezialisierten Zellen, in denen die sexuell 
produzierten Nachkommen dieser Pilze heranreifen (Webster & Weber, 2007). Die Entwicklungs-
abschnitte im Lebenszyklus von N. crassa sind im Detail bekannt (Abb. 1.2.1). Während der 
ungeschlechtlichen (vegetativen oder asexuellen) Vermehrung wächst diese Pilzspezies in Form eines 
haploiden Myzels heran, von welchem Lufthyphen ausgehen, die zu Konidiophoren differenzieren. An 
diesen Sporenträgern werden zahlreiche orangefarbene, mehrkernige Makrokonidien gebildet, durch 
deren Erscheinung Neurospora auch als roter Brotschimmel bekannt ist. Diese vegetativen Sporen 
sind genetisch identische Klone und dienen der allgemeinen Verbreitung des Pilzes. Sobald sie auf ein 
geeignetes Substrat treffen, keimen sie rasch aus und wachsen zu Hyphen heran, die eine neue 
Pilzkolonie etablieren. Darüber hinaus bildet N. crassa in deutlich geringeren Mengen bräunliche, 
einkernige Mikrokonidien, die sich direkt von reifen Hyphen ablösen. Da diese Sporen im Gegensatz 
zu Makrokonidien nur eingeschränkt zur Keimung fähig sind, werden sie in erster Linie als 
Spermatien während der geschlechtlichen Entwicklung des Pilzes angesehen (Springer, 1993). 
Auf stickstoffarmem Substrat wird der sexuelle Lebenszyklus von N. crassa induziert (Westergaard & 
Mitchell, 1947). Da diese Pilzspezies ein heterothallischer Ascomycet ist, erfordert die geschlechtliche 
Vermehrung die Kreuzung zwischen Zellen zweier entgegengesetzter Paarungstypen, die durch die 
idiomorphen Gen-Loci mat A bzw. mat a definiert sind (Glass et al., 1988; Metzenberg & Glass, 1990; 
Perkins & Turner, 1988; Shear & Dodge, 1927). Dabei vermitteln beide Paarungstypen gleichermaßen 
die Fähigkeit, während der Kreuzung entweder das weibliche Gametangium (Ascogonium) zu bilden 
bzw. als männliche Gamete (Spermatium) zu fungieren. Zu Beginn des sexuellen Zyklus differen-
zieren einzelne Hyphen im vegetativen Myzel zu spiralförmig gewundenen, ascogonen Knoten, 
welche sich zu Protoperithezien entwickeln (Harris et al., 1975; Lichius et al., 2012a). Diese 
weiblichen Vorfruchtkörper bilden als Trichogynen bezeichnete, spezialisierte Empfängnishyphen aus, 
die männliche Zellen (Konidien oder Hyphen) des entgegengesetzten Paarungstyps über Pheromone 
wahrnehmen, gerichtet auf diese zuwachsen und mit diesen fusionieren (Bistis, 1983; Kim & 
Borkovich, 2004; Kim & Borkovich, 2006; Kim et al., 2002; Kim et al., 2012). Dadurch wird das 
Protoperithezium mit einem männlichen Zellkern befruchtet, der über die Trichogyne in das 
Ascogonium gelangt und sich dort parallel zu den weiblichen Zellkernen mitotisch vermehrt. Im 
heranreifenden Perithezium, dem Ascokarp, differenzieren die ascogonen Hyphen zu hakenförmigen 
Filamenten (Croziers), die aus drei Zellen bestehen, von welchen die vorletzte Zelle jeweils einen 
Zellkern mit mat A bzw. mat a beherbergt. Dieser subapikale, dikaryotische Abschnitt der Crozier-
Hyphe verlängert sich zum Ascus, der größten Zelle im Lebenszyklus von N. crassa, und ist Ort der 
Verschmelzung beider Zellkerne (Karyogamie). In den diploiden Asci werden unmittelbar danach 
zwei meiotische Kernteilungen und eine postmeiotische Mitose initiiert, aus welcher im Ergebnis acht 
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linear angeordnete, haploide Zellkerne pro Ascus hervorgehen. Die Kernprodukte werden jeweils 
durch Kompartimente voneinander abgetrennt und reifen zu schwarzpigmentierten Ascosporen 
(Meiosporen) heran, in welchen die Zellkerne anschließend durch mehrere Mitosen vervielfältigt 
werden (Raju, 1980; Raju, 1992; Raju, 2009). Während der sukzessiven Bildung der Asci erreichen 
 
Abb. 1.2.1: Die vegetativen und sexuellen Entwicklungsphasen im Lebenszyklus von N. crassa weisen 
verschiedene Zell-Zell-Fusionen auf. 
Der Ascomycet N. crassa vermehrt sich sowohl auf vegetative (ungeschlechtliche) als auch sexuelle Art und 
Weise. Dabei treten Fusionsereignisse zwischen verschiedenen Zelltypen auf (Sterne). Im Zentrum der 
Entwicklung von N. crassa steht das Myzel, in welchem die Hyphen über Fusionsbrücken (Anastomosen) 
untereinander vernetzt sind. Lufthyphen dieses Myzels differenzieren zu Konidiophoren, die zahlreiche 
vielkernige Makrokonidien bilden. Diese Sporen keimen auf einem geeigneten Substrat aus und fusionieren 
umfangreich miteinander, sodass Netzwerke von Keimlingen entstehen, aus denen ein neues Myzel hervorgeht. 
Zusätzlich schnüren die Hyphen einkernige Mikrokonidien ab. Im sexuellen Zyklus entwickelt das Myzel 
zunächst Protoperithezien, deren Trichogynen mit Zellen des entgegensetzten Paarungstyps (rote Zellkerne) 
fusionieren. Nach der Befruchtung differenzieren die ascogonen Hyphen zu hakenförmigen Filamenten 
(Croziers). Der vorletzte, subapikale Abschnitt dieser Hyphen beherbergt zwei Zellkerne mit entgegengesetztem 
Paarungstyp und verlängert sich zum Ascus. Während die apikale und basale Zelle der Crozier-Hyphe 
miteinander fusionieren, erfolgt im Ascus die Karyogamie. Als Ergebnis von Meiose und postmeiotischer Mitose 
enthält jeder Ascus acht linear angeordnete Ascosporen, die im Perithezium heranreifen. Die Ascosporen werden 
aus den Fruchtkörpern in die Umgebung hinausgeschleudert, keimen unter geeigneten Bedingungen aus und 
bilden den Ausgangspunkt für ein neues vegetatives Myzel. Die Strukturen sind nicht maßstabsgetreu dargestellt. 
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die Perithezien ihre volle Größe, nehmen eine birnenförmige Gestalt an und sind deutlich melanisiert. 
Durch die obere Öffnung der Fruchtkörper, der Ostiole, werden die Ascosporen schließlich aufgrund 
des hohen Turgors im Perithezium in die Umgebung hinausgeschleudert (Harris et al., 1975). 
Ascosporen sind dormant und bilden erst ein neues vegetatives Myzel aus, nachdem sie durch Hitze 
oder Furfural, einem Abbauprodukt von Xylose (Holzzucker), zur Keimung angeregt wurden 
(Emerson, 1948; Shear & Dodge, 1927). Entsprechend dieser Beobachtungen konnten Neurospora-
Spezies in der Natur insbesondere auf verbrannter Vegetation vorgefunden werden (Jacobson et al., 
2004; Jacobson et al., 2006; Perkins & Turner, 1988). 
 
1.2.2 Der Lebenszyklus von N. crassa umfasst sowohl vegetative als auch 
sexuelle Fusionsereignisse 
Im Lebenszyklus von N. crassa kommt es zu einer Reihe von Zell-Zell-Fusionen, die sowohl die 
vegetativen als auch die geschlechtlichen Entwicklungsabschnitte dieses Pilzes abdecken (Fleißner 
et al., 2008). Insbesondere die asexuellen Fusionsereignisse lassen sich mittels Mikroskopie leicht 
beobachten und stellen daher ein geeignetes Untersuchungsobjekt dar. Der Aufbau eines neuen Myzels 
beginnt zunächst mit zahlreichen Interaktionen zwischen einzelnen, keimenden Makrokonidien, die 
gerichtet aufeinander zuwachsen und nach Kontakt miteinander fusionieren. Die Fusionsbrücken 
zwischen diesen Zellen von N. crassa, die auch als Conidial anastomosis tubes (CATs) bezeichnet 
werden, unterscheiden sich morphologisch von gewöhnlichen Keimschläuchen, da sie relativ dünn 
sind und nur eine begrenzte Reichweite aufweisen (Roca et al., 2005). Fusionierte Keimlingspaare 
sind wiederum in der Lage, mit weiteren Zellen der Umgebung zu interagieren und Fusionen mit 
diesen einzugehen, sodass weitläufige, komplexe Netzwerke von Keimlingen entstehen. Durch diesen 
Zusammenschluss von individuellen Zellen zu einer funktionellen Einheit werden Ressourcen sowie 
Zellbestandteile koordiniert ausgetauscht, wodurch die noch junge Kolonie einen Wachstumsvorteil 
erhält (Richard et al., 2012). Die Keimschläuche dieser Synzytien wachsen schließlich zu ausge-
dehnten Filamenten heran, die das Myzel von N. crassa aufbauen. Dieses Hyphengeflecht besteht aus 
zwei unterschiedlichen Bereichen. Während sich die Peripherie des Myzels durch die polar 
wachsende, sich ständig verzweigende Front an Hyphen schnell über das Substrat ausbreitet, kommt 
es im Inneren der Kolonie zu umfangreichen Quervernetzungen zwischen den Filamenten. Anders als 
im äußeren Bereich des Myzels wachsen hierbei die Verzweigungen benachbarter Haupthyphen 
gerichtet aufeinander zu, treffen sich an ihren Spitzen und bilden eine Fusionspore zwischen den 
Kompartimenten aus (Hickey et al., 2002). Diese Hyphenfusionen bzw. Anastomosen tragen 
maßgeblich zur geordneten Architektur des Myzels bei und sorgen für Impulse im Zytoplasmastrom, 
wodurch Organellen, Nährstoffe und Signalmoleküle optimal verteilt werden (Roper et al., 2013; 
Simonin et al., 2012). 
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Keimlings- und Hyphenfusionen finden meist zwischen genetisch identischen Individuen statt, 
wodurch homokaryotische Synzytien entstehen, die einander gleiche, sich mitotisch replizierende 
Zellkerne beherbergen. Jedoch können auch unterschiedliche Genotypen vegetativ miteinander 
fusionieren und Heterokaryen bilden, vorausgesetzt, dass bestimmte Gen-Loci kompatibel zueinander 
sind (Glass et al., 2000). Anastomosen tragen nicht nur zur saprophytischen Ernährungsweise von 
N. crassa bei, sondern sind auch ein Merkmal von filamentösen Pilzen mit mutualistischem oder 
parasitärem Lebensstil, darunter arbuskuläre Mykorrhiza-Pilze, der endophytische Grassymbiont 
Epichloë festucae, phytopathogene Gattungen wie Fusarium, Alternaria und Colletotrichum sowie die 
Nematoden-fangende Spezies Arthrobotrys oligospora (Chagnon, 2014; Charlton et al., 2012; Craven 
et al., 2008; Guo et al., 2015; Hou et al., 2002; Nordbring-Hertz et al., 1989; Prados Rosales & 
Di Pietro, 2008; Roca et al., 2003; Wang et al., 2015). Vegetative Zell-Zell-Fusionen werden zudem 
als ein Mechanismus in der Evolution von Pilzspezies diskutiert, welcher durch parasexuelle (nicht-
meiotische) Rekombination sowie horizontalen Gentransfer zur Entstehung neuer Genotypen 
beitragen könnte (Pontecorvo, 1956; Roca et al., 2004; Roper et al., 2011; Schoustra et al., 2007). 
Im Gegensatz zu den Fusionsereignissen während der ungeschlechtlichen Entwicklungsphase von 
N. crassa erfolgen die sexuellen Zell-Zell-Fusionen ausschließlich zwischen Partnerzellen mit 
entgegengesetzten Paarungstypen. Sowohl bei einzelligen Ascomyceten wie S. cerevisiae als auch bei 
filamentösen Vertretern erfolgt die Erkennung der Fusionspartner über ein System, welches auf zwei 
Paaren von Pheromonen mit entsprechenden Pheromon-Rezeptoren basiert (Ni et al., 2011). Während 
die Gameten von Hefen jedoch morphologisch identisch sind und beidseitig über kurze, stark 
polarisierte Zellausstülpungen (Shmoos) miteinander zu einer dikaryotischen Zygote verschmelzen 
(Merlini et al., 2013), baut der weibliche Kreuzungspartner von N. crassa komplexe Protoperithezien 
auf, deren Trichogynen einseitig auf männliche, Pheromon-sekretierende Zellen zuwachsen und mit 
diesen fusionieren (Abb. 1.2.1; Bistis, 1983; Kim & Borkovich, 2004; Kim & Borkovich, 2006; Kim 
et al., 2012; Springer, 1993). Die Fusion zwischen diesen spezialisierten Hyphen und ihren 
Partnerzellen markiert die Befruchtung (Mating) im Lebenszyklus von N. crassa und ist Voraus-
setzung dafür, dass im jungen Perithezium dreizellige, hakenförmige Crozier-Hyphen gebildet 
werden. Während die dikaryotische, subapikale Zelle dieser Filamente zum Ascus heranreift, in 
welchem die Karyogamie erfolgt, krümmt sich die apikale Zelle in Richtung des gegenüberliegenden, 
basalen Kompartiments und fusioniert mit diesem, wodurch ein neues Paar von weiblichen und 
männlichen Zellkernen gebildet wird (Abb. 1.2.1; Raju, 1980). Aufgrund der experimentellen 
Schwierigkeiten, dieses Fusionsereignis detailliert zu untersuchen, ist jedoch weiterhin unklar, in 
welcher Weise es genau zur Bildung der Asci beiträgt. Es wird zudem vermutet, dass die Crozier-
Fusion mechanistisch den vegetativen Zell-Zell-Fusionen zuzuordnen ist (Lichius & Lord, 2014). 
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1.3 Die Kommunikation und Fusion zwischen vegetativen Zellen von 
N. crassa erfolgt über einen ungewöhnlichen Signalmechanismus 
Von den beschriebenen Zell-Zell-Fusionen im Lebenszyklus von N. crassa konnten die molekularen 
Grundlagen der Keimlings- und Hyphenfusionen gegenwärtig am besten verstanden werden. Vor 
allem im Hinblick auf die allgemeine Frage, wie sich genetisch identische und/oder physiologisch 
ähnliche Zellen gegenseitig erkennen, ohne sich selbst zu stimulieren, stellen die Interaktionen 
zwischen den vegetativen Zellen dieses Pilzes ein wertvolles Modellsystem dar. Keimlinge und 
Hyphen von N. crassa kommunizieren über einen bis dato einzigartigen Signalmechanismus 
miteinander, durch welchen die Interaktionspartner ihr Verhalten aufeinander abstimmen und 
vermutlich zwischen zwei Modi, dem Senden und dem Empfangen eines Signals, dynamisch 
alternieren. Mit Hilfe von Gendeletionsmutanten, Live-Cell Imaging sowie Protein-Protein-
Interaktionsstudien konnte das Verständnis über die molekularen Prozesse während der vegetativen 
Zell-Zell-Interaktionen in letzter Zeit deutlich erweitert werden. Dadurch wurde ersichtlich, dass 
sowohl in N. crassa als auch in weiteren filamentösen Pilzen die interzelluläre Kommunikation von 
mehreren in Eukaryoten hochkonservierten Signalproteinen und -komplexen reguliert wird, darunter 
MAP-Kinasen, NADPH-Oxidasen, Calcium-abhängige Signalwege und das STRIPAK-Modul 
(Fleißner & Herzog, 2016; Fleißner & Serrano, 2016; Herzog et al., 2015; Kück et al., 2016; Read 
et al., 2012; Weichert & Fleißner, 2015). 
 
1.3.1 Die MAP-Kinase MAK-2 und das Signalprotein SO werden 
oszillierend an die Zellspitzen von Keimlingen rekrutiert 
Unter den bisher mehr als 60 bekannten molekularen Faktoren, die für die vegetativen Zell-Zell-
Interaktionen in filamentösen Pilzen essentiell oder daran beteiligt sind (Fleißner & Herzog, 2016; 
Lichius & Lord, 2014; Weichert & Fleißner, 2015), befindet sich unter anderem das Gen mak-2, 
welches in N. crassa für eine MAP-Kinase (MAPK) codiert. MAK-2 zeigt genauso wie die MAP-
Kinase Fus3 in S. cerevisiae, die für das Mating in Hefe unerlässlich ist, Homologie zur Gruppe der 
ERK1/2-MAP-Kinasen in Säugerzellen (Merlini et al., 2013; Pandey et al., 2004; Zhang & Dong, 
2007). Allgemein sind diese Enzyme zentrale Elemente diverser Signaltransduktionswege in 
eukaryotischen Zellen, welche die Antwort auf extrazelluläre Stimuli vermitteln, indem sie den 
Phosphorylierungs-Zustand und damit die Aktivierung von Zielproteinen (z.B. anderen Kinasen oder 
Transkriptionsfaktoren) regulieren. Dabei werden konservierte Serin/Threonin- und Tyrosin-Reste im 
aktiven Zentrum der MAP-Kinasen von übergeordneten MAPK-Kinasen (MAPKK) phosphoryliert, 
welche wiederum durch MAPKK-Kinasen (MAPKKK) aktiviert werden. Diese hierarchische Anord-
nung in Form einer dreistufigen Kaskade trägt für gewöhnlich zur Amplifikation des Signals bei. 
Gerüstproteine (Scaffolds), die das MAPK-Modul zusammenhalten, stellen jedoch die Spezifität der 
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Signalübertragung sicher (Alberts et al., 2008; Lim et al., 2015). In Folge der Deletion von Genen des 
MAK-2-Moduls in N. crassa wachsen die Keimlinge als isolierte Individuen, die nicht miteinander 
interagieren und zudem Myzelien bilden, in denen keine Quervernetzungen zwischen den Hyphen 
entstehen (Fu et al., 2011; Maerz et al., 2008; Pandey et al., 2004; Roca et al., 2005). Darüber hinaus 
weist die Δmak-2-Mutante pleiotrope Defekte während der vegetativen und geschlechtlichen 
Entwicklung auf, die sich unter anderem in einem flachwachsenden Myzel ohne Lufthyphen, welches 
nur wenige Sporen hervorbringt, und im Fehlen von Protoperithezien äußern (Li et al., 2005; Pandey 
et al., 2004). 
Während des gerichteten Wachstums zwischen interagierenden Keimlingen und Hyphen von N. crassa 
wird MAK-2, welches allgemein im Zytoplasma und in den Zellkernen vorliegt, auf eine oszillierende 
Art und Weise an die Zellspitzen der Interaktionspartner rekrutiert (Abb. 1.3.1A). Dabei lokalisiert die 
MAP-Kinase jedoch nie gleichzeitig an beiden Zellperipherien, sondern wird zu einem bestimmten 
Zeitpunkt nur in einer der beiden Partnerzellen an die Plasmamembran rekrutiert. Innerhalb von drei 
bis fünf Minuten kehrt sich dieses Verhältnis vollständig um, sodass das Protein nun ausschließlich an 
der Spitze der anderen Zelle vorliegt. Infolgedessen nimmt MAK-2 im Verlauf der Kommunikation 
zwischen Keimlingen sowie Hyphen ein alternierendes Lokalisierungsmuster an (Dettmann et al., 
2014; Fleissner et al., 2009a; Jonkers et al., 2014). Da die Phosphorylierung dieser MAP-Kinase 
während des gerichteten Wachstums deutlich gesteigert ist, wird vermutet, dass die Membran-
Rekrutierung das Protein in einen aktiven Zustand versetzt (Fleissner et al., 2009a; Pandey et al., 
2004; Schürg et al., 2012). Auch die MAPKKK NRC-1, die MAPKK MEK-2 und das Scaffold-
Protein HAM-5 werden oszillierend an die Zellspitzen der Interaktionspartner rekrutiert und 
kolokalisieren dort mit MAK-2 (Dettmann et al., 2012; Dettmann et al., 2014; Jonkers et al., 2014). 
Jedoch ist bisher unbekannt, wie das gesamte MAK-2-Modul mit der Plasmamembran assoziiert ist. 
Ein weiteres Protein, welches für die vegetative Zell-Zell-Kommunikation in N. crassa essentiell ist, 
wird als SO („Soft“) bezeichnet. Dieses zytoplasmatische Protein, welches ausschließlich in 
filamentösen Ascomyceten konserviert ist, weist eine Länge von 1304 Aminosäuren (ca. 141 kDa) auf 
und enthält eine WW-Domäne, deren zwei Tryptophan-Reste Prolin-reiche Motive erkennen und 
dadurch Protein-Protein-Interaktionen vermitteln (Fleissner et al., 2005; Ilsley et al., 2002). In einer zu 
Δmak-2 ähnlichen Art und Weise führt die Deletion des Gens so zu einem kompletten Verlust der 
Zell-Zell-Interaktionen zwischen Keimlingen und Hyphen. Zudem weisen Δso-Myzelien ebenfalls ein 
Reihe von Wachstumsdefekten auf und sind als weibliche Kreuzungspartner steril (Fleissner et al., 
2005). Die subzelluläre Lokalisierung von SO erbrachte darüber hinaus ein Rekrutierungsmuster, 
welches mit dem von MAK-2 vergleichbar ist. In Keimlingspaaren, die gerichtet aufeinander 
zuwachsen, wird das Protein an die Zellspitzen rekrutiert, wobei es in Intervallen von wenigen 
Minuten zwischen den Interaktionspartnern oszilliert und niemals gleichzeitig an beiden Membranen 
vorliegt. Trotz dieser Ähnlichkeit zwischen MAK-2 und SO kolokalisieren beide Proteine nicht an den 
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Zellspitzen, sondern werden interessanterweise genau in Anti-Phase zueinander rekrutiert 
(Abb. 1.3.1A). Während sich in einem Keimling die MAP-Kinase an der Plasmamembran befindet, 
liegt an der Peripherie der gegenüberliegenden Partnerzelle SO vor (Fleissner et al., 2009a). Dieses 
wechselseitige Lokalisierungsmuster ist Grundlage für die Annahme, dass Keimlingspaare von 
N. crassa zwischen zwei physiologischen Zuständen alternieren, die mit dem Senden (SO-
Rekrutierung) bzw. Empfangen (MAK-2-Rekrutierung) eines Signals in Verbindung stehen könnten. 
Dadurch würden zwei identische Interaktionspartner ihr Verhalten während der Kommunikation 
koordinieren und zudem verhindern, sich selbst zu stimulieren und zu verwirren. Mathematische 
Modellierungen unterstützen die Vermutung, dass für diese Art von Zell-Zell-Interaktion lediglich ein 
einziges Ligand-Rezeptor-Paar benötigt werden würde (Goryachev et al., 2012), deren Natur bisher 
jedoch nicht aufgeklärt werden konnte. Nachdem sich die Zellen berührt haben, kommt es zu einer 
vorübergehenden Kolokalisierung von MAK-2 und SO am Fusionspunkt (Abb. 1.3.1B). Lediglich die 
MAP-Kinase ist jedoch im weiteren Verlauf an der Bildung und/oder Aufrechterhaltung der 
Fusionspore beteiligt (Fleissner et al., 2009a). 
 
Abb. 1.3.1: Miteinander interagierende Keimlinge von N. crassa rekrutieren die Signalproteine MAK-2 
und SO in einer alternierenden Art und Weise an die Zellspitzen. 
Keimende Makrokonidien eines heterokaryotischen Stamms von N. crassa, welcher fluoreszierende Konstrukte 
der MAP-Kinase MAK-2 (mit GFP markiert) und des Proteins SO (mit dsRED fusioniert) exprimiert, wachsen 
gerichtet aufeinander zu. A: Vor Zell-Zell-Kontakt werden MAK-2-GFP (durchgezogene Pfeile) und dsRED-SO 
(gepunktete Pfeile) innerhalb weniger Minuten dynamisch und alternierend an die Zellspitzen der Interaktions-
partner rekrutiert, ohne dass beide Proteine dort kolokalisieren. B: Nachdem sich die Keimlinge berührt haben, 
kolokalisieren MAK-2-GFP und dsRED-SO vorübergehend am Fusionspunkt (Pfeilkopf). Die MAP-Kinase ist 
im weiteren Verlauf an der Bildung oder Aufrechterhaltung der Fusionspore beteiligt (Sternchen), bevor sie, wie 
zuvor SO, von der Fusionsstelle abgezogen wird. Größenbalken: 5 µm in den Hellfeld- bzw. 2 µm in den 
Fluoreszenz-Bildern. Zeitangaben in Minuten. Verändert nach Weichert & Fleißner, 2015. 
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Obwohl das dynamische Loslösen von SO von der Zellperipherie die Aktivität von MAK-2 erfordert 
(Fleissner et al., 2009a), ist das Protein selbst kein direktes Ziel dieser MAP-Kinase (Leeder et al., 
2013). Untersuchungen in Sordaria macrospora haben stattdessen ergeben, dass das SO-Homolog 
PRO40 als Scaffold-Protein für eine weitere ERK1/2-ähnliche MAPK-Kaskade fungiert, die in Pilzen 
generell mit der Integrität der Zelle sowie der Umstrukturierung der Zellwand in Verbindung steht und 
ebenfalls für die vegetativen Zell-Zell-Interaktionen unentbehrlich ist (Becker et al., 2014; Fu et al., 
2011; Maerz et al., 2008; Rech et al., 2007; Teichert et al., 2014). Die MAP-Kinase MAK-1 dieses 
Moduls wird im Gegensatz zu MAK-2 und SO jedoch nicht oszillierend an die Zellspitzen von 
Keimlingen rekrutiert, sondern lokalisiert erst nach Zell-Zell-Kontakt an der Fusionsstelle (Lichius, 
2010). Diesbezüglich ist daher noch unklar, welcher funktionelle Zusammenhang zwischen SO und 
der MAPK-Kaskade um MAK-1 während der Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion besteht. 
Neben ihrer bedeutenden Rolle für die Interaktionen und Fusionen zwischen Keimlingen und Hyphen 
tragen MAP-Kinasen und Homologe des SO-Proteins zu weiteren Aspekten in der Lebensweise 
diverser filamentöser Pilze bei. Unter anderem wird SO/PRO40/AoSo unmittelbar nach der 
Verwundung von Hyphen an Septenporen in N. crassa, S. macrospora bzw. Aspergillus oryzae 
rekrutiert, um intakte Kompartimente zu versiegeln und somit den Verlust von Zellinhalt zu 
verhindern (Engh et al., 2007; Fleissner & Glass, 2007; Maruyama et al., 2010). Zudem ist AoSo als 
Antwort auf diverse Stressfaktoren mit Aggregaten assoziiert, die an der posttranskriptionellen 
Regulation von mRNA beteiligt sind (Huang et al., 2013; Tsukasaki et al., 2016). Darüber hinaus 
tragen SO und/oder MAP-Kinasen zur Wechselwirkung von Pilzspezies mit ihren Wirtsorganismen 
bei, z.B. Fusarium oxysporum mit Tomatenpflanzen, der Mykoparasit Trichoderma atroviride mit 
phytopathogenen Pilzen und der Mutualist E. festucae mit Gräsern, sodass das Fehlen dieser Faktoren 
eine verminderte Virulenz bzw. eine gestörte Symbiose zur Folge hat (Becker et al., 2014; Charlton 
et al., 2012; Craven et al., 2008; Di Pietro et al., 2001; Gruber & Zeilinger, 2014; Guo et al., 2015; 
Hou et al., 2002; Prados Rosales & Di Pietro, 2008; Reithner et al., 2007). Ob diese verschieden-
artigen Funktionen von MAPK-Kaskaden und den damit assoziierten Proteinen wie SO mit Zell-Zell-
Fusionen in Verbindung stehen, ist jedoch bisher weitestgehend unbekannt. 
 
1.3.2 Die Interaktion zwischen Keimlingen schließt eine Reihe von 
Membran-assoziierten Signaltransduktionsprozessen ein 
Abgesehen von Genen, die für Proteine der MAPK-Module codieren, wurde eine Reihe von weiteren 
molekularen Faktoren identifiziert, die an den vegetativen Zell-Zell-Interaktionen in filamentösen 
Pilzen beteiligt sind (Fleißner & Herzog, 2016; Lichius & Lord, 2014; Weichert & Fleißner, 2015). 
Darunter befindet sich das Aktin-Zytoskelett, dessen Polymerisation für das gerichtete Wachstum und 
die Fusion zwischen Keimlingen essentiell ist (Roca et al., 2010). Des Weiteren lokalisieren mehrere 
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Komponenten des Polarisom-Komplexes, darunter das Formin BNI-1, welches die Akkumulation von 
Aktin in den Shmoos von S. cerevisiae reguliert und von dem MAK-2-Homolog Fus3 phosphoryliert 
wird, an den miteinander interagierenden Keimlingsspitzen (Lichius et al., 2012b; Matheos et al., 
2004). Auch die an der Plasmamembran gebundenen Rho-GTPasen CDC-42 und RAC-1, die 
allgemein die Zellpolarisation in N. crassa initiieren bzw. aufrechterhalten, tragen maßgeblich zum 
gerichteten Wachstum zwischen Keimlingen bei (Araujo-Palomares et al., 2011; Lichius et al., 2014). 
In E. festucae interagiert die Rho-GTPase RacA mit NoxR, dem zentralen Regulator von NADPH-
Oxidasen (Nox), welcher selbst mit dem GTPase-aktivierenden GTP-Austauschfaktor (GEF) Cdc24 
und dem Polaritätsprotein BemA direkt in Verbindung steht (Takemoto et al., 2011). Da BEM1 in 
N. crassa an polar wachsenden Zellspitzen lokalisiert und zudem für die effiziente Aktivierung von 
MAK-2 während der Keimlingsinteraktionen benötigt wird, verbindet das Protein ähnlich wie das 
Homolog in S. cerevisiae diesen MAPK-Signalweg mit der Zellpolaritätsmaschinerie (Leeuw et al., 
1995; Schürg et al., 2012). Die in Eukaryoten weitverbreiteten NADPH-Oxidasen sind in filamentösen 
Pilzen an vielfältigen zellulären Differenzierungsprozessen beteiligt, die zeitlich und räumlich 
definierte Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) erfordern (Marschall & Tudzynski, 2016; 
Takemoto et al., 2007). Diese Enzyme lokalisieren dabei in der Membran des perinukleären 
endoplasmatischen Retikulums (ER) und/oder an der Plasmamembran, von wo aus sie die Umsetzung 
von molekularem Sauerstoff zum Superoxid-Radikal-Anion O2•− im ER-Lumen bzw. im extra-
zellulären Bereich katalysieren (Lichius, 2010; Schürmann et al., 2013; Siegmund et al., 2013). 
Sowohl in N. crassa als auch in E. festucae werden die NADPH-Oxidase NOX-1/NoxA und der 
Regulator NOR-1/NoxR für die vegetative Zell-Zell-Kommunikation benötigt, wohingegen 
NOX-2/NoxB dafür entbehrlich ist (Kayano et al., 2013; Lichius, 2010). Während der 
geschlechtlichen Entwicklung des roten Brotschimmels nehmen NOX-1 bzw. NOX-2 zudem einen 
selektiven Einfluss auf die Bildung von Protoperithezien bzw. die Keimung von Ascosporen ein, 
wobei NOR-1 wiederum für beide Prozesse benötigt wird (Cano-Domínguez et al., 2008). Zudem 
kontrollieren beide Enzyme unterschiedliche Phasen der Virulenz des Graufäule-Erregers Botrytis 
cinerea, des Reisschädlings Magnaporthe oryzae sowie des Mutterkornpilzes Claviceps purpurea 
(Giesbert et al., 2008; Ryder et al., 2013; Schürmann et al., 2013; Segmüller et al., 2008). Da MAP-
Kinasen unter experimentellen Bedingungen durch die Wirkung von Wasserstoffperoxid, welches 
in vivo aus O2•− hervorgeht, phosphoryliert werden (Fu et al., 2014; Maerz et al., 2008; Maerz et al., 
2009; Teichert et al., 2014), könnten ROS Mediatoren darstellen, die an der Aktivierung dieser Signal-
kaskaden beteiligt sind und darüber die Zellpolarisation regulieren. 
Durch aktuelle Genexpressions-, Phosphoproteomics- und Protein-Protein-Interaktionsstudien konnten 
mehrere Faktoren identifiziert werden, die sich upstream bzw. downstream der MAP-Kinase MAK-2 
befinden und die vegetative Zell-Zell-Kommunikation in N. crassa kontrollieren (Dettmann et al., 
2014; Jonkers et al., 2014; Jonkers et al., 2016; Leeder et al., 2013). Der Transkriptionsfaktor PP-1, 
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der Homologie zu dem Fus3-Zielprotein Ste12 in S. cerevisiae aufweist (Li et al., 2005; Merlini et al., 
2013), wird im Zellkern vermutlich direkt durch MAK-2 aktiviert und initiiert dadurch die Expression 
einer Reihe von Genen, die für die Keimlings- und Hyphenfusionen essentiell sind, darunter mak-1, 
so, nox-1 und nor-1 (Leeder et al., 2013). Da die Inhibierung einer ATP-Analog-sensitiven Variante 
von MAK-2 durch 1NM-PP1 (Fleissner et al., 2009a) die Transkription von mak-2 selbst reduziert, 
scheint die MAP-Kinase zudem über einen positiven Rückkopplungsmechanismus ihre eigene 
Expression zu fördern (Leeder et al., 2013). Im Gegensatz dazu könnte die Phosphorylierung des 
Scaffold-Proteins HAM-5 durch MAK-2 zum Abbau dieses MAPK-Komplexes während des 
gerichteten Wachstums führen und damit den Übergang der Zellen vom Signal-Empfangen zum 
Signal-Senden regulieren (Jonkers et al., 2014). Als ein übergeordnetes Signalprotein des MAK-2-
MAPK-Moduls in N. crassa wurde unter anderem die mit der Plasmamembran assoziierte PAK-
Kinase STE-20 identifiziert, die in Hefe durch den Polaritätsfaktor Cdc42 aktiviert wird und die zu 
NRC-1 homologe MAPKKK Ste11 phosphoryliert (Dettmann et al., 2014; Merlini et al., 2013). 
Jedoch spielen weitere upstream-Faktoren wie G-Protein-gekoppelte Rezeptoren oder heterotrimere 
G-Proteine, die für die sexuelle Zell-Zell-Fusion in S. cerevisiae benötigt werden, keine Rolle während 
der Keimlingsfusionen in N. crassa (Fleißner et al., 2008; Kim & Borkovich, 2004; Kim & Borkovich, 
2006; Kim et al., 2012), sodass die genaue Abfolge der Signaltransduktion von der Plasmamembran 
zur MAPK-Kaskade in filamentösen Pilzen weiterhin unbekannt ist. 
Da über PP-1 auch die Expression von Genen des MAPK-Moduls der Zellwand-Integrität kontrolliert 
wird (Leeder et al., 2013), scheint ein funktioneller Zusammenhang zwischen den Signalkaskaden um 
MAK-2 und MAK-1 zu bestehen. In ähnlicher Weise hängt die Zellkern-Lokalisierung von MAK-1 
von der MAK-2-vermittelten Phosphorylierung des Phoceins MOB-3 ab, welches als Untereinheit des 
hochkonservierten STRIPAK-Komplexes mit der Kernhülle von N. crassa assoziiert ist (Dettmann 
et al., 2013; Goudreault et al., 2009). Dieser modulare Proteinkomplex verbindet allgemein diverse 
Signaltransduktionswege in verschiedenen subzellulären Bereichen eukaryotischer Zellen miteinander 
und reguliert speziell in filamentösen Pilzen die vegetative Zell-Zell-Kommunikation sowie die 
geschlechtliche Entwicklung (Kück et al., 2016). Dementsprechend interagieren das SO-Homolog 
PRO40, das in S. macrospora als Scaffold-Protein der MAK1-MAPK-Kaskade fungiert, und die 
dazugehörige MAPKK MEK1 ebenfalls mit der regulatorischen Untereinheit der Protein-Phosphatase 
PP2A des STRIPAK-Moduls. Darüber hinaus verbindet PRO40 die MAPKKK MIK1 dieses MAPK-
Modul mit der übergeordneten, aktivierenden Proteinkinase PKC1 (Teichert et al., 2014). In 
S. cerevisiae vermitteln Sensorproteine auf der Zelloberfläche die Aktivierung des Zellwand-
Integritäts-MAPK-Moduls, indem Pkc1 durch die Membran-ständige GTPase Rho1 phosphoryliert 
wird (Levin, 2011). Über einen ähnlichen Mechanismus könnten in N. crassa HAM-7, welches über 
einen GPI-Anker mit der Außenseite der Plasmamembran assoziiert ist, sowie die Transmembran-
proteine HAM-6 und HAM-8 an der spezifischen Phosphorylierung von MAK-1 während der 
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Abb. 1.3.2: Das Modell zur Kommunikation zwischen vegetativen Zellen filamentöser Pilze schließt MAP-
Kinasen, das Protein SO und Membran-assoziierte Proteinkomplexe ein. 
Dem derzeitigen Modell zufolge kommunizieren vegetative Zellen von filamentösen Pilzen miteinander, indem 
sie zwischen zwei physiologischen Zuständen, dem Senden bzw. Empfangen eines Signals, alternieren. In der 
Zelle, welche sich im Modus des Signal-Sendens befindet, wird SO an die Plasmamembran (PM) rekrutiert. Dort 
könnte das Protein die Fusion von Signalmolekül-beladenen Vesikeln, die im Golgi-Apparat (G) unter der 
Beteiligung des Calcium-Sensorproteins CSE-1 gebildet werden, mit der Lipiddoppelschicht vermitteln. 
Dadurch wird ein Puls von Signalmolekülen in die Umgebung freigesetzt. Die gegenüberliegende Zelle nimmt 
diese (noch unbekannten) Signalmoleküle über einen möglichen Rezeptor (R) wahr und aktiviert einen ROS-
generierenden NOX-Komplex, welcher mit den Polaritätsfaktoren BEM1 und RAC-1 interagiert. In Folge des 
Signal-Empfangens wird die MAP-Kinase MAK-2 phosphoryliert und vom Zytoplasma (Z) an die Plasma-
membran (PM) rekrutiert (zusammen mit NRC-1, MEK-2 und dem Scaffold-Protein HAM-5, nicht dargestellt). 
Durch die Aktivität von MAK-2 wird das Aktin-Zytoskelett während des gerichteten Wachstums polarisiert 
(nicht gezeigt). Phosphoryliertes MAK-2 gelangt in den Zellkern (ZK) und aktiviert dort den Transkriptions-
faktor PP-1, der die Expression einer Reihe von Genen, die für die Zell-Zell-Kommunikation benötigt werden, 
induziert. Durch die Aktivität von MAK-2 und des STRIPAK-Komplexes wird zudem der Eintritt der MAP-
Kinase MAK-1 in den ZK vermittelt. Die MAK-1-Signalkaskade wird auf eine noch unbekannte Art und Weise 
über die Membran-ständigen Sensorproteine HAM-6, HAM-7 und HAM-8 aktiviert. Zudem interagiert dieses 
MAPK-Modul mit SO, wobei der funktionelle Zusammenhang dieses Proteins mit MAK-1 noch unbekannt ist. 
Während des Signal-Empfangens lokalisiert SO ausschließlich im Zytoplasma, wobei die Aktivität von MAK-2 
benötigt wird, um das Protein von der PM zu lösen. Verändert nach Weichert & Fleißner, 2015. 
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vegetativen Zell-Zell-Interaktionen beteiligt sein (Fu et al., 2014; Maddi et al., 2012). Neben ihrer 
allgemeinen Bedeutung für die dynamische Umstrukturierung der Zellwand ist bisher nicht bekannt, in 
welcher Weise die Aktivierung der MAPK-Kaskade um MAK-1 die Zellen in einen fusions-
kompetenten Zustand versetzt. 
Nachdem sich die Interaktionspartner berührt haben, sind sowohl MAK-2 als auch MAK-1 an der 
Zell-Zell-Fusion beteiligt, da beide MAP-Kinasen ringförmig entlang der sich bildenden Fusionspore 
lokalisieren (Fleissner et al., 2009a; Lichius, 2010). Im Gegensatz zu S. cerevisiae sind in N. crassa 
bisher weder die Adhäsion der Partnerzellen noch der partielle Abbau der Zellwand nach Zell-Zell-
Kontakt beschrieben worden (Fleißner & Serrano, 2016; Merlini et al., 2013). Zudem konnten als 
Fusogene bezeichnete Proteine, die klassischerweise für die Plasmamembran-Fusion zwischen Zellen 
notwendig und ausreichend sind, in Pilzen bisher nicht identifiziert werden (Aguilar et al., 2013). 
Während der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen regt MAK-2 über PP-1 die Expression des Gens 
Prm1 an, welches für ein Transmembranprotein codiert, dessen Homolog in S. cerevisiae an der 
Plasmamembran-Fusion zwischen Mating-Partnern beteiligt aber nicht essentiell dafür ist (Heiman & 
Walter, 2000; Leeder et al., 2013). In N. crassa mindert das Fehlen von PRM1 allgemein die Zell-
Zell-Fusion während der vegetativen und sexuellen Vermehrung (Fleissner et al., 2009b). Das 
Transmembranprotein LFD-1, das ebenfalls über das MAK-2-MAPK-Modul reguliert wird, übt dabei 
eine zu PRM1 redundante, jedoch unabhängige Funktion im Fusionsprozess aus (Leeder et al., 2013; 
Palma-Guerrero et al., 2014). Abgesehen von Proteinen, die den letzten Schritt der Zell-Zell-Fusion 
direkt vermitteln könnten, spielt in Hefe die Lipidzusammensetzung der Plasmamembran auch eine 
entscheidende Rolle für die Verschmelzung der Partnerzellen (Merlini et al., 2013). 
 
1.4 Sterole tragen maßgeblich zur Signaltransduktion in eukaryotischen 
Zellen bei 
Obwohl Zellen von einer Plasmamembran umgeben sind, können sie über diese grundlegende Barriere 
hinweg mit ihrer Umgebung wechselwirken. Die Zellmembran stellt allgemein eine Lipiddoppel-
schicht dar, welche aus amphipathischen Lipidmolekülen mit lipophilen und hydrophilen Merkmalen 
aufgebaut ist und zusätzlich eine Vielzahl an Proteinen beherbergt. Während die physikalischen Eigen-
schaften der Membran, wie etwa deren Fluidität und Permeabilität, maßgeblich durch die Lipide 
bestimmt werden, dienen verschiedene Membran-ständige Proteine unter anderem als Sensoren für 
extrazelluläre Signale, wodurch Zellen ihre Gestalt und ihr Verhalten an ihre Umgebung anpassen 
können (Alberts et al., 2008). In eukaryotischen Zellmembranen stellen Sterole eine besondere Gruppe 
von Molekülen dar, da sie zusammen mit anderen Lipiden innerhalb der Lipiddoppelschicht geordnete 
Membrandomänen ausbilden, die das Zusammenspiel von Proteinen während der Signaltransduktion 
und Zellpolarisation vermitteln (Simons & Ikonen, 1997; Simons & Toomre, 2000). Veränderungen in 
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der Lipidzusammensetzung, insbesondere auf Ebene der Sterole, rufen Defekte während der Zell-Zell-
Kommunikation und -Fusion zwischen Zellen hervor und unterstreichen damit die große Bedeutung 
der Zellmembran für diese Prozesse (Aguilar et al., 2010; Bagnat & Simons, 2002b; Jin et al., 2008; 
Weichert, 2011). 
 
1.4.1 Sterole modifizieren die physikalischen Eigenschaften eukaryotischer 
Membranen und bilden dynamische Membrandomänen aus 
Die Membranen eukaryotischer Zellen enthalten neben den Phospholipiden, darunter vor allem 
Glycerophospholipide und Sphingolipide, umfangreiche Mengen an Sterolen. Während Phospholipide 
aus einer polaren Kopfgruppe mit zwei gesättigten oder ungesättigten Kohlenwasserstoffketten 
bestehen, werden Sterole als nahezu planare, hydrophobe Ringsysteme synthetisiert. An Position C3 
der vier miteinander verbundenen Kohlenwasserstoffringe befindet sich eine Hydroxyl-Gruppe, 
welche dem Lipid an dieser Stelle hydrophile Eigenschaften verleiht, wohingegen die aliphatische 
Seitenkette an C17 die Hydrophobizität der Sterole verstärkt (Abb. 1.4.1A). Innerhalb der Membran 
orientieren sich die polaren Enden der Phospholipide sowie Sterole zum äußeren, wässrigen Milieu, 
wohingegen deren hydrophobe Ketten bzw. Ringe in den inneren Bereich der Lipiddoppelschicht 
ragen (Alberts et al., 2008; Nelson & Cox, 2013). 
Die biophysikalischen Eigenschaften einer Membran werden durch deren Lipidzusammensetzung 
bestimmt, die in Abhängigkeit vom Zelltyp und den Umweltbedingungen, vor allem der Temperatur, 
variieren kann. Dabei modifizieren Sterole insbesondere die Fluidität der Lipiddoppelschicht, indem 
sie zum einen zwar für mechanische Festigkeit sorgen, zum anderen jedoch den fluiden Charakter der 
Membran aufrechterhalten. Obwohl die Phospholipide entlang der beiden Schichten jeweils frei 
diffundieren können, wird die Bewegung der CH2-Gruppen ihrer Kohlenwasserstoffketten durch nicht-
kovalente Wechselwirkungen mit dem Sterol-Ringsystem teilweise eingeschränkt. Dadurch sind die 
hydrophoben Ketten in diesem Bereich weniger verformbar und dichter gepackt, wodurch die 
Permeabilität der Membran verringert wird und kleine, wasserlösliche Moleküle die Membran noch 
seltener passieren können. Das Ringsystem der Sterole bildet dabei vor allem mit den langkettigen, 
gesättigten Acyl-Gruppen der Sphingolipide stabile Wechselwirkungen aus. Infolgedessen entstehen 
relativ kompakte, nur wenige Nanometer große Membrandomänen, die im Vergleich zu den 
umliegenden Bereichen, in denen eher Phospholipide mit ungesättigten Fettsäureketten vorkommen, 
eine verminderte Fluidität sowie eine erhöhte Dicke aufweisen. Diese als Membranflöße bzw. Lipid 
Rafts bezeichneten, geordneten Mikrodomänen beherbergen auf ihrer Außenseite bevorzugt Proteine 
mit GPI-Verankerungen, während acylierte Proteine eher mit der inneren Schicht der Membran 
assoziiert sind. Jedoch kommen auch Proteine mit Transmembrandomänen in diesen Plattformen vor, 
deren Zusammenhalt zusätzlich durch das kortikale Aktin-Zytoskelett unterstützt wird. Membran-
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domänen sind nichtsdestotrotz dynamische Strukturen, die zwar bestimmte Proteine und Lipide für 
wenige Mikrosekunden in räumliche Nähe zueinander bringen, über längere Zeiträume jedoch den 
freien Austausch der Moleküle gestatten (Alberts et al., 2008; Nelson & Cox, 2013; Owen et al., 
2012). 
Membranen sind keine statischen Gebilde und können mit anderen Lipiddoppelschichten fusionieren, 
etwa während der Fusion von Vesikeln mit Endomembranen bzw. der Zellmembran sowie zwischen 
den Plasmamembranen zweier fusionierender Zellen. Diese Verschmelzung setzt voraus, dass die 
gegenüberliegenden Membranen lokal begrenzt gekrümmt und dicht genug zueinander gebracht 
werden, um Wassermoleküle an den polaren Kopfgruppen der Lipide zu verdrängen. Erst dadurch 
kommt es zur schrittweisen Fusion der zunächst äußeren und anschließend inneren Schichten beider 
Membranen, sodass eine stabile Fusionspore gebildet werden kann. Spezielle Fusionsproteine, wie 
z.B. die SNARE-Proteine während der Neurotransmitter-Freisetzung am synaptischen Spalt, sorgen 
dafür, dass die Membranen in engen Kontakt gebracht werden und tragen dazu bei, die hohe 
Energiebarriere, die spontane Membran-Fusionen verhindern würde, zu überwinden (Nelson & Cox, 
2013; Ogle et al., 2005). Auch Sterole üben diesbezüglich einen wichtigen Einfluss auf die 
Krümmung der Membranen aus, wobei unterschiedliche strukturelle Merkmale dieser Moleküle 
entgegensetzte Wölbungen hervorrufen können (Bacia et al., 2005). 
 
1.4.2 Die Plasmamembran von Ascomyceten enthält Ergosterol 
In den verschiedenen eukaryotischen Lebewesen haben sich im Verlauf der Evolution strukturell 
unterschiedliche Arten von Sterolen etabliert, die jedoch miteinander vergleichbare Funktionen für die 
Membranen ausüben. Während in Säugerzellen Cholesterol und in Pflanzenzellen diverse Phytosterole 
vorzufinden sind, synthetisieren die meisten Pilzspezies, darunter auch N. crassa, Ergosterol (Dufourc, 
2008; Renaud et al., 1978; Weete et al., 2010). Dieses Sterol, welches systematisch als Ergost-5,7,22-
trienol bezeichnet wird, verfügt insgesamt über drei Doppelbindungen sowie eine im Vergleich zu 
Cholesterol zusätzliche Methyl-Gruppe in der Seitenkette (Abb. 1.4.1A). 
Allgemein erfolgt die Biosynthese von Sterolen in den meisten Eukaryoten über den Mevalonat-Weg, 
durch welchen von Acetyl-CoA ausgehend aktivierte Isopren-Einheiten mit fünf Kohlenstoffatomen 
aufgebaut werden (Miziorko, 2011; Rohdich et al., 2001). Insgesamt werden sechs Isoprene benötigt, 
um das Intermediat Squalen zu synthetisieren. Dessen oxidierte Form, das Squalenepoxid, wird 
sowohl in Tieren als auch in Pilzen zur Zwischenstufe Lanosterol cyclisiert (Nelson & Cox, 2013). 
Die nachfolgenden Reaktionen zum Aufbau von Cholesterol bzw. Ergosterol unterscheiden sich 
jedoch voneinander (Mitsche et al., 2015; Parks & Casey, 1995; Weete et al., 2010). 
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Abb. 1.4.1: Die Biosynthese von Ergosterol, dem Hauptsterol der meisten Ascomyceten. 
A: Strukturformel von Ergosterol. Wie alle Sterole besteht Ergosterol aus einem Ringsystem (Ringe A bis D) mit 
einer Hydroxyl-Gruppe und einer aliphatischen Seitenkette. Insgesamt verfügt das Molekül über drei Doppel-
bindungen. Zueinander homologe Enzyme in S. cerevisiae und N. crassa, welche die endgültige Anordnung der 
Doppelbindungen in Ergosterol katalysieren, sind angegeben. Ausgewählte Positionen von C-Atomen sind 
markiert. B: Allgemeingültiger Biosynthese-Weg von Ergosterol in Pilzen. Ausgehend von Acetyl-CoA 
synthetisieren Pilze Lanosterol als erstes cyclisches Sterol-Intermediat, welches in S. cerevisiae über Zymosterol 
(grüne Pfeile) bzw. in filamentösen Pilzen und einigen Hefen über Eburicol (blaue Pfeile) schrittweise zu 
Ergosterol umgesetzt wird. Die Bezeichnung der angegebenen Enzyme entspricht derjenigen in der Sterol-
Biosynthese von S. cerevisiae. Antimykotische Azol-Verbindungen inhibieren die Demethylierung von 
Lanosterol bzw. Eburicol durch Erg11, während die Fungizide der Polyen-Gruppe Ergosterol direkt in der 
Plasmamembran binden. 
Die Ergosterol-Biosynthese mit den daran beteiligten Enzymen wurde vorrangig in S. cerevisiae 
aufgeklärt, wobei Untersuchungen in filamentösen Pilzen deren Verlauf bestätigen sowie alternative 
Reaktionen identifizieren konnten (Abb. 1.4.1B). Lanosterol wird in der Bäckerhefe zunächst 
schrittweise an den Positionen C4 und C14 demethyliert, bevor im Intermediat Zymosterol an der 
Stelle C24 eine Methyl-Gruppe angefügt wird (Fryberg et al., 1973; Parks & Casey, 1995). 
Filamentöse Pilzgattungen wie Fusarium, Aspergillus und Alternaria und die Spalthefe S. pombe 
synthetisieren stattdessen die Zwischenstufe Eburicol, die aus der direkten Methylierung von 
Lanosterol hervorgeht und erst darauffolgend im Ringsystem demethyliert wird (Alcazar-Fuoli et al., 
2008; Fan et al., 2013; Harmouch et al., 1995; Méjanelle et al., 2001; Nes et al., 1989; Sun et al., 
2013). Das Enzym Erg11, welches die Methyl-Gruppe an Position C14 entfernt, ist darüber hinaus das 
Ziel der als Azole bezeichneten Antimykotika (z.B. Fluconazol), deren Wirkung zum Mangel von 
Ergosterol und zur Akkumulation von Sterol-Intermediaten mit ungünstigen Eigenschaften für die 
Membran führt (Lupetti et al., 2002). 
Im Anschluss an die De- und Transmethylierungsreaktionen entsteht in allen Pilzspezies Fecosterol, 
welches in S. cerevisiae durch die C8-C7-Sterol-Isomerase Erg2 zu Episterol umgesetzt wird. Über die 
C5- und C22-Sterol-Desaturasen Erg3 bzw. Erg5 sowie die C24(28)-Sterol-Reduktase Erg4 werden 
auf sukzessive Weise Doppelbindungen im Ringsystem und in der Seitenkette dieser Vorstufe 
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eingefügt bzw. entfernt, wodurch schließlich Ergosterol als Endprodukt gebildet wird (Abb. 1.4.1). 
Hinsichtlich dieser Neuanordnung von Doppelbindungen scheint jedoch keine strikte Reihenfolge zu 
existieren, sodass unterschiedliche Reaktionen mit verschiedenen Sterol-Intermediaten vorzufinden 
sind (Alcazar-Fuoli et al., 2008; Fryberg et al., 1973; Méjanelle et al., 2001). 
Obwohl die genaue Abfolge der Sterol-Biosynthese in N. crassa nicht bekannt ist, deuten die 
vorhandenen Daten darauf hin, dass sie im Großen und Ganzen derjenigen von anderen filamentösen 
Pilzen entspricht (Herzog, 2014; Renaud et al., 1978; Weichert, 2011). Im Genom dieses 
Ascomyceten sind sämtliche Gene vorhanden, die für homologe Enzyme zum Aufbau von Ergosterol 
codieren. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass sich die Nummerierung dieser Gene in N. crassa 
aus historischen Gründen von der in anderen Pilzspezies unterscheidet (Ellis et al., 1991; Ferreira 
et al., 2005; Grindle & Farrow, 1978). Mit Ausnahme der redundant agierenden C5-Sterol-
Desaturasen ERG-10a und ERG-10b liegen weitere Enzyme, wie etwa die C8-C7-Sterol-Isomerase 
ERG-1, die C22-Sterol-Desaturase ERG-11 sowie die C24(28)-Sterol-Reduktase ERG-2, im roten 
Brotschimmel jeweils nur in einfacher Ausführung vor (Abb. 1.4.1A & Abb. 1.4.2A). 
Die meisten der an der Sterol-Biosynthese beteiligten Enzyme besitzen eine oder mehrere Trans-
membrandomänen und lokalisieren in der Membran des ER. Sterole gelangen schließlich über 
vesikuläre sowie nicht-vesikuläre Transport-Mechanismen, unter anderem mit Hilfe von lipophilen 
Trägerproteinen, zu ihrem vorrangigen Bestimmungsort, der Plasmamembran (Ikonen, 2008; Jacquier 
& Schneiter, 2012; van Meer et al., 2008; Zinser et al., 1993). Antimykotisch wirkende Polyen-
Verbindungen wie Nystatin binden Ergosterol direkt in der Zellmembran, infolgedessen sich die 
Permeabilität der Lipiddoppelschicht stark erhöht und Poren gebildet werden, die zur Lysis der Zelle 
führen (Coutinho et al., 2004). 
 
1.4.3 Störungen der Biosynthese von Ergosterol beeinträchtigen die 
Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion in Ascomyceten 
Sterole sind nicht gleichmäßig in der Plasmamembran von Hefen und filamentösen Pilzen verteilt, 
sondern kommen vor allem an deren polarisierten Zellspitzen vor (Alvarez et al., 2007). Beispiels-
weise bilden mit Pheromon behandelte Zellen von S. cerevisiae Membrandomänen reich an Ergosterol 
aus, die sich entlang der Plasmamembran der Shmoos konzentrieren und aus dem Zusammenschluss 
einzelner Lipid Rafts hervorgehen (Bagnat & Simons, 2002a; Bagnat & Simons, 2002b). In ähnlicher 
Weise sind Sterole an den apikalen Spitzen von filamentös wachsenden Zellen von C. albicans sowie 
an den Hyphenspitzen von Aspergillus nidulans vorzufinden (Martin & Konopka, 2004; Pearson et al., 
2004; Takeshita et al., 2008; Takeshita et al., 2012). In diesen Sterol-reichen Domänen, deren 
Zusammenhalt zusätzlich von Sphingolipiden abhängig ist, lokalisieren Proteine, die für die 
Polarisation der Hyphen bzw. die Interaktion zwischen Fusionspartnern benötigt werden (Bagnat & 
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Simons, 2002b; Bagnat et al., 2000; Takeshita et al., 2008). Veränderungen in der Biosynthese von 
Ergosterol bzw. der Sphingolipide sowie Defekte im polarisierten Wachstum der Zellen, vor allem 
durch eine Beeinträchtigung des Aktin-Zytoskeletts, stören nicht nur die Bildung und/oder 
Aufrechterhaltung dieser apikalen Membrandomänen, sondern auch die Rekrutierung damit 
assoziierter Proteine (Bagnat & Simons, 2002b; Bagnat et al., 2000; Cheng & Park, 2001; Jin et al., 
2008; Martin & Konopka, 2004; Pearson et al., 2004; Takeshita et al., 2008). 
Die Ergosterol-Biosynthese-Mutante Δerg6 von S. cerevisiae, die nicht zur Transmethylierung der 
Seitenkette von Lanosterol befähigt ist (Abb. 1.4.1B), bildet keine Sterol-reichen Membrandomänen 
aus und kann nur eingeschränkt Zell-Zell-Fusionen eingehen. Dabei reichern sich Zellpaare an, in 
denen beide Plasmamembranen ähnlich wie bei der Fusionsmutante Δprm1 eng aneinander liegen, 
aber nicht miteinander verschmelzen (Heiman & Walter, 2000; Jin et al., 2008). Die Deletion des 
Gens erg4 führt ebenfalls zu einem deutlichen Rückgang der Fusion zwischen den Mating-Partnern, 
ohne jedoch wie Δerg6 Defekte während der Plasmamembran-Fusion hervorzurufen. Obwohl die 
Shmoos von Δerg4-Zellen nach Pheromon-Behandlung weniger stark polarisiert erscheinen, reichert 
sich das Sterol-Intermediat dieser Mutante, Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol (Abb. 1.4.1B), in einer zu 
Ergosterol vergleichbaren Art und Weise an den Zellspitzen an (Aguilar et al., 2010; Jin et al., 2008). 
Dennoch beeinträchtigt das Fehlen von Erg4 die Rekrutierung der mit der Zellpolarität in Verbindung 
stehenden PAK-Kinase Ste20 an die Plasmamembran (Merlini et al., 2013; Tiedje et al., 2007). 
Der Einfluss einer veränderten Ergosterol-Biosynthese auf die Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion 
von filamentösen Pilzen wurde bisher nur in N. crassa untersucht (Anders, 2010; Brandt, 2013; 
Gottschalk, 2013; Herzog, 2014; Priegnitz, 2009; Weichert, 2011). Während eine der Hefe-Mutante 
Δerg6 entsprechende Deletion von erg-4 in N. crassa nicht zur Verfügung steht, konnten jedoch die 
auf das Fehlen der C24(28)-Sterol-Reduktase ERG-2 zurückzuführenden Defekte analysiert werden. 
Im Gegensatz zur Mehrheit der Fusionsmutanten dieses filamentösen Ascomyceten, die keinerlei 
gerichtetes Wachstum aufweisen (Lichius & Lord, 2014), sind die Interaktionen zwischen Δerg-2-
Keimlingen lediglich reduziert (Weichert, 2011). Nachdem sich die Partnerzellen berührt haben, sind 
sie erstaunlicherweise nicht in der Lage, das gerichtete Wachstum ihrer Keimschläuche einzustellen 
(Abb. 1.4.2B). Da die Zellen weiterhin im Interaktionsmodus verharren, wickeln sie sich infolge-
dessen mehrfach umeinander, ohne jedoch miteinander fusionieren zu können (Priegnitz, 2009; 
Weichert, 2011). 
Während vegetative Fusionshyphen in einem Δerg-2-Myzel einen zu den Keimlingen ähnlichen 
Defekt aufweisen, hat die Deletion des Gens hingegen keinen Einfluss auf die Kommunikation und 
Fusion zwischen Trichogynen und männlichen Zellen während der sexuellen Entwicklung (Weichert, 
2011). Nichtsdestotrotz ist die Fertilität dieser und weiterer Sterol-Biosynthese-Mutanten von 
N. crassa im Allgemeinen nur schwach ausgeprägt (Brandt, 2013; Herzog, 2014; Priegnitz, 2009; 
Weichert, 2011). 
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Abb. 1.4.2: Die Ergosterol-Biosynthese-Mutanten von N. crassa akkumulieren strukturell unterschiedliche 
Sterol-Intermediate. 
A: Basierend auf Sterol-Analysen des Wildtyps und verschiedener Ergosterol-Biosynthese-Mutanten von 
N. crassa (Herzog, 2014; Weichert, 2011) wurden die möglichen letzten Schritte der Ergosterol-Biosynthese in 
dieser Pilzspezies aufgestellt. Im Wildtyp wird Fecosterol schrittweise durch ERG-1, ERG-10a/b, ERG-11 und 
ERG-2 zu Ergosterol umgesetzt. Deletionen der entsprechenden Gene führen zur Unterbrechung des 
Biosynthesewegs. Dadurch häufen sich über teilweise zusätzliche Reaktionswege die jeweils angegebenen 
Sterol-Intermediate an. B: Die Mutante Δerg-2 akkumuliert mit Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol eine direkte 
Vorstufe von Ergosterol, die eine konjugierte Doppelbindung in der Seitenkette des Moleküls enthält. Genauso 
wie Ergosterol kommt dieses Intermediat in den Sterol-reichen Zellspitzen von Keimlingspaaren vor (dargestellt 
mittels Färbung durch Filipin). Das Sterol von Δerg-2 stört jedoch die Interaktionen zwischen den Zellen, 
infolgedessen sich die Keimschläuche der Mutante im Gegensatz zum Wildtyp (Pfeil) nach Kontakt umeinander 
wickeln (Sternchen). Dieses auffällige Verhalten korreliert spezifisch mit der Akkumulation von Sterol-
Intermediaten, die zwei Doppelbindungen in der Seitenkette aufweisen. Verändert nach Weichert, 2011. 
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Dieser unter allen Fusionsmutanten von N. crassa bisher einmalige Phänotyp der Δerg-2-Keimlinge 
wird nicht durch den Mangel an Ergosterol hervorgerufen. Stattdessen korreliert das Verhalten dieser 
Mutante genauso wie der Fusionsdefekt von Δerg4 in S. cerevisiae mit der Akkumulation von Sterol-
Intermediaten, die zwei Doppelbindungen in der Seitenkette dieser Lipide aufweisen. Vermutlich wird 
durch dieses spezifische strukturelle Merkmal der Sterole die Fluidität der Plasmamembran 
vermindert, wodurch die Ausbildung von Lipid Rafts bzw. Membrandomänen sowie damit assoziierter 
Proteine gestört werden könnte (Aguilar et al., 2010; Weichert, 2011). Zwar weisen Keimlinge der 
Δerg-2-Mutante vom Wildtyp ununterscheidbare Sterol-reiche Zellspitzen auf (Abb. 1.4.2B), jedoch 
können sie während des gerichteten Wachstums das Signalprotein SO nur begrenzt an die Plasma-
membran rekrutieren. Im Gegensatz zur ungestörten Rekrutierung der MAP-Kinase MAK-2 
fehllokalisiert SO zudem in punktförmigen Proteinkomplexen entlang der gesamten Plasmamembran 
der Δerg-2-Zellen (Weichert, 2011). Auf welche Art und Weise die veränderte Sterol-Zusammen-
setzung dieser Mutante Signalproteine beeinflusst, die an der vegetativen Zell-Zell-Kommunikation 
und -Fusion in N. crassa beteiligt sind, ist jedoch bisher nicht bekannt. 
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit 
Ein grundlegendes Konzept eukaryotischer Lebewesen besteht darin, dass individuelle Zellen 
miteinander wechselwirken und fusionieren, wodurch kooperative Einheiten entstehen, die für 
Wachstum, Entwicklung und Vermehrung unerlässlich sind. Zur Untersuchung der molekularen 
Grundlagen, welche die Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion regulieren, stellt der filamentöse 
Ascomycet Neurospora crassa ein geeignetes Modellsystem dar. Keimende vegetative Sporen dieses 
Pilzes wachsen gerichtet aufeinander zu und fusionieren miteinander zu Synzytien, welche den 
Grundstein für den Aufbau des Myzels darstellen. Die während der Keimlingsinteraktionen 
alternierende Rekrutierung der MAP-Kinase MAK-2 und des Signalproteins SO an die apikalen 
Plasmamembranen lässt vermuten, dass diese genetisch identischen Zellen ihr Verhalten in Form eines 
Zelldialogs koordinieren und zwischen dem Senden und Empfangen von Signalen wechseln. Ein 
zweites MAPK-Modul um MAK-1, welches mit MAK-2 funktionell in Verbindung steht und in dem 
SO als Scaffold-Protein fungiert, könnte dabei die Fusionskompetenz der Keimlinge regulieren. 
Sterole sind ein essentieller Bestandteil eukaryotischer Membranen, die zur Signaltransduktion sowie 
Verschmelzung von Lipiddoppelschichten beitragen. Keimlinge der Ergosterol-Biosynthese-Mutante 
Δerg-2 von N. crassa interagieren und fusionieren nur vermindert miteinander und wickeln sich nach 
Kontakt auffällig umeinander. Dabei fehllokalisiert SO entlang der gesamten Plasmamembran der 
Mutante, während die Rekrutierung von MAK-2 nicht beeinflusst wird. Der Defekt der Δerg-2-
Keimlinge wird spezifisch durch die Akkumulation eines Sterol-Intermediats verursacht, welches 
lediglich eine zusätzliche Doppelbindung in der Seitenkette des Moleküls besitzt. 
In der vorliegenden Arbeit wird untersucht, ob die Deletion von erg-2 einen selektiven Einfluss auf 
SO und den damit assoziierten Signaltransduktionsweg um MAK-1 ausübt. Dabei wird zunächst 
mittels Fluoreszenzmikroskopie die subzelluläre Lokalisierung von SO, MAK-2 und MAK-1 während 
der Interaktionen zwischen WT- bzw. Δerg-2-Zellen vergleichend gegenübergestellt. Zusätzlich wird 
über Western Blotting der Phosphorylierungs-Status beider MAP-Kinasen in miteinander inter-
agierenden Keimlingen analysiert. Um die Hypothese zu testen, dass das auffällige Verhalten der 
Δerg-2-Keimlinge durch eine verminderte, aber nicht vollständig blockierte, Funktionalität von SO 
und/oder der MAP-Kinasen hervorgerufen wird, sollen experimentelle Bedingungen gefunden werden, 
mit denen beide Proteine manipuliert werden. Insbesondere werden Stämme mit ATP-Analog-
sensitiven Varianten von MAK-1 bzw. MAK-2 verwendet, um den Einfluss einer partiellen 
Inhibierung der MAP-Kinasen auf die Keimlingsinteraktionen zu untersuchen. Die Auswirkungen 
einer verminderten Expression von so und weiterer Gene auf das Verhalten vegetativer Zellen soll mit 
Hilfe des durch Cu2+-Ionen reprimierbaren tcu-1-Promotors analysiert werden. 
Um zu überprüfen, ob das sich in der Δerg-2-Mutante akkumulierende Sterol-Intermediat die Fluidität 
der Plasmamembran herabsetzt, werden Versuchsbedingungen getestet, die das Fließverhalten der 
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Lipiddoppelschicht wieder erhöhen. Zu diesem Zweck werden die Keimlingsinteraktionen des WT-
Stamms und verschiedener Sterol-Biosynthese-Mutanten von N. crassa unter erhöhten Temperaturen 
untersucht. Zudem werden die Stämme mit Fluconazol behandelt, welches die Bildung von Ergosterol 
inhibiert und zur Akkumulation von Sterol-Intermediaten führen könnte, welche möglicherweise 
ebenfalls die Membran-Fluidität beeinflussen. Darüber hinaus wird untersucht, ob sich die Deletion 
von erg-2 auf die Gesamtmenge an Sterolen in den Zellen auswirkt. 
Da bestimmte erg-Mutanten von S. cerevisiae spezifisch die Plasmamembran-Fusion zwischen 
Mating-Partnern beeinträchtigen, werden sämtliche vorhandene Sterol-Biosynthese-Mutanten von 
N. crassa hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur vegetativen Zell-Zell-Fusion überprüft. Dazu werden 
Keimlingspaare, die grün bzw. rot fluoreszierende Proteine exprimieren, quantitativ miteinander 
verglichen. Färbungen mit dem Membran-bindenden Agens FM4-64 sollen mögliche Defekte 
während der Verschmelzung der Plasmamembranen aufdecken. 
Während das Verhalten von Keimlingen der erg-Mutanten mit der Akkumulation von Sterolen, die 
spezifische strukturelle Merkmale aufweisen, korreliert, ist bisher unklar, ob solch ein Zusammen-
hang auch auf weitere Bereiche des Lebenszyklus von N. crassa, insbesondere die sexuelle 
Vermehrung, übertragbar ist. Da sämtliche Ergosterol-defiziente Mutanten eine verminderte Fertilität 
aufweisen, wird auf eine systematische Art und Weise überprüft, inwiefern die beobachteten Defekte 
während der Fruchtkörper-Entwicklung mit der Struktur der sich jeweils akkumulierenden Sterol-
Intermediate in Verbindung stehen. 
Da die Bildung von Anastomosen ein typisches Merkmal weiterer filamentöser Pilze darstellt, welches 
zur jeweiligen Lebensweise beiträgt, werden neben dem Saprophyten N. crassa auch keimende Sporen 
der phytopathogenen Spezies B. cinerea hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur vegetativen Zell-Zell-
Kommunikation und -Fusion untersucht. Dabei werden vorhandene Mutanten des Grauschimmels, die 
Deletionen von Genen des Membran-assoziierten NOX-Komplexes aufweisen, betrachtet, um die 
potentielle Bedeutung der weitverbreiteten ROS als Signalmoleküle in diesem Prozess zu beleuchten. 
Zusammengenommen werden die vorliegenden Untersuchungen allgemein für ein besseres 
Verständnis von zellulärem Verhalten und daran beteiligten molekularen Faktoren, die direkt oder 
indirekt mit Membranen und Sterolen assoziiert sind, sorgen. Im Speziellen soll das Modell der 
Keimlingsinteraktionen von N. crassa überprüft und erweitert werden, um Mechanismen, welche die 
Kommunikation und Fusion zwischen gleichartigen eukaryotischen Zellen regulieren, aufzuklären. 
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2 MATERIALIEN & METHODEN 
2.1 Materialien 
2.1.1 Stämme 
Tab. 2.1.1: In dieser Arbeit verwendete Stämme. 
Bezeichnung Genotyp Herkunft/Referenz 
Neurospora crassa 
2208 Δbem1::hph, Δmus-52::bar, his-3+::Pccg-1-bem1-gfp, mat A Schürg et al., 2012 
A24 ΔPrm1::hph, Δmus-51::bar, his-3+::Pccg-1-Prm1-gfp, mat A Fleissner et al., 2009b 
A29 ΔPrm1::hph, mat a Fleissner et al., 2009b 
A32 ΔPrm1::hph, mat A Fleissner et al., 2009b 
A7 ΔPrm1::hph, Δmus-51::bar, his-3+::Pccg-1-gfp, mat A Fleissner et al., 2009b 
A8 ΔPrm1::hph, Δmus-51::bar, his-3+::Pccg-1-dsRed, mat A Fleissner et al., 2009b 
GN1-64 Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-bem1-gfp, mat A Anders, 2010 
GN4-32 Δmak-1::hph, his-3+::Pccg-1-gfp-mak-1, mat A Dettmann et al., 2013 
GN4-33 Δmak-1::hph, his-3+::Pccg-1-gfp-mak-1, mat A Dettmann et al., 2013 
GN6-11 Δmak-1::hph, Pccg-1-mak-1-gfp (EC), mat A Lichius, 2010 
GN6-12 Δmak-1::hph, Pccg-1-mak-1E104G-gfp (EC), mat A Lichius, 2010 
GN6-51 Δso::hph, his-3, mat a Schumann, 2013 
GN8-41 his-3+::Pccg-1-h1-dsRed, rid-1, mat A Rasmussen et al., 2008 
GN9-23 ∆mak-2::hph, his-3, al-1, DIP, mat A UC Berkeley, USA 
GN9-29 his-3+::Pccg-1-dsRed-mak-1E104G, mat A Diese Arbeit 
GN9-36 Δmak-1::hph, his-3+::Pccg-1-dsRed-mak-1, mat A Diese Arbeit 
GN9-39 Δmak-1::hph, his-3+::Pccg-1-dsRed-mak-1E104G, mat A Diese Arbeit 
KO-0020 Δgsl-5::hph, mat A FGSC 16429 
KO-0021 Δgsl-10::hph, mat a FGSC 13793 
KO-0022 Δgsl-10::hph, mat A FGSC 13794 
KO-0030 Δerg-1::hph (Heterokaryon), Δmus-51::bar, mat a FGSC 18507 
KO-0031 Δgsl-13::hph, mat A FGSC 19307 
KO-0032 Δgsl-12::hph, mat a FGSC 19579 
KO-0083 Δmak-1::hph, mat A FGSC 11320 
KO-0084 Δmak-1::hph, mat a FGSC 11321 
KO-0096 ΔSad-1::hph, mat a FGSC 11151 
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KO-0097 ΔSad-1::hph, mat A FGSC 11152 
KO-0134 Δham-7::hph, mat a FGSC 13775 
KO-0135 Δham-7::hph, mat A FGSC 13776 
KO-0204 Δmek-1::hph, mat a FGSC 11318 
MT-03-36A his-3+::Pccg-1-gfp-Farnesyl, mat A Lemanski, 2010 
MT-06-96H Δso::hph, his-3+::Pccg-1-so-gfp-Farnesyl, mat A Lemanski, 2010 
MW_103 Δerg-10b::hph, his-3+::Pccg-1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_105 Δerg-10b::hph, his-3+::Pccg-1-cherry, mat A Diese Arbeit 
MW_116 Δerg-10a::hph, his-3, mat a Diese Arbeit 
MW_118 Δerg-11::hph, his-3, mat A Diese Arbeit 
MW_119 Δerg-11::hph, his-3, mat a Diese Arbeit 
MW_126 Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, his-3, mat A Diese Arbeit 
MW_127 Δerg-2::hph, Δerg-11::hph, his-3, mat A Diese Arbeit 
MW_144 Δerg-10b::hph, Δerg-11::hph, mat A Diese Arbeit 
MW_149 Δerg-2::hph, Δerg-11::hph, his-3+::Pccg-1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_150 Δerg-2::hph, Δerg-11::hph, his-3+::Pccg-1-cherry, mat A Diese Arbeit 
MW_156 
Δerg-2::hph, Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, 
his-3+::Pccg-1-gfp, mat A 
Diese Arbeit 
MW_157 
Δerg-2::hph, Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, 
his-3+::Pccg-1-cherry, mat A 
Diese Arbeit 
MW_162 Δerg-2::hph, Δerg-10b::hph, his-3+::Pccg-1-cherry, mat A Diese Arbeit 
MW_168 Δerg-2::hph, Δerg-10b::hph, his-3+::Pccg-1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_169 Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, his-3+::Pccg-1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_173 Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, his-3+::Pccg-1-cherry, mat A Diese Arbeit 
MW_175 Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, his-3+::Pccg-1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_179 Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, his-3+::Pccg-1-cherry, mat A Diese Arbeit 
MW_181 Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, his-3+::Pccg-1-h1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_184 Δerg-10b::hph, his-3, mat A Diese Arbeit 
MW_185 Δerg-10b::hph, his-3, mat a Diese Arbeit 
MW_187 Δerg-2::hph, his-3, mat a Diese Arbeit 
MW_199 Δerg-10a::hph, ΔPrm1::hph, his-3+::Pccg-1-Prm1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_209 Δerg-10a::hph, ΔSad-1::hph, mat A Diese Arbeit 
MW_212 Δerg-10b::hph, ΔSad-1::hph, mat A Diese Arbeit 
MW_216 his-3+::Pccg-1-mak-2-gfp, mat a Diese Arbeit 
MW_220 
Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, his-3+::Pccg-1-mak-2-gfp, 
mat A 
Diese Arbeit 
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MW_223 Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, his-3+::Pccg-1-so-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_236 ΔPrm1::hph, his-3+::Pccg-1-mak-2-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_241 Δerg-10b::hph, Δerg-11::hph, Δmus-52::bar, mat A Diese Arbeit 
MW_245 ΔPrm1::hph, his-3+::Pccg-1-Prm1-gfp, mat a Diese Arbeit 
MW_275 Δerg-10a::hph, ΔPrm1::hph, his-3+::Pccg-1-Prm1-gfp, mat a Diese Arbeit 
MW_277.1 Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, ΔPrm1::hph, his-3, mat A Diese Arbeit 
MW_281 Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, ΔPrm1::hph, mat A Diese Arbeit 
MW_285 Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-erg-2-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_289 
Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, ΔPrm1::hph, 
his-3+::Pccg-1-gfp, mat A 
Diese Arbeit 
MW_291 
Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, ΔPrm1::hph, 
his-3+::Pccg-1-cherry, mat A 
Diese Arbeit 
MW_307 Δerg-1::hph, mat a Diese Arbeit 
MW_308 Δerg-1::hph, mat A Diese Arbeit 
MW_325 ΔPrm1::hph, his-3+::Pccg-1-so-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_329 Δerg-1::hph, mat a Diese Arbeit 
MW_333 Δerg-1::hph, mat A Diese Arbeit 
MW_341 Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-gfp-erg-2, mat A Diese Arbeit 
MW_374 Δmak-1::hph, Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-gfp-mak-1, mat A Gottschalk, 2013 
MW_400 Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-dsRed-so, mat A Diese Arbeit 
MW_415 
Δerg-10a::nat1 (Heterokaryon), Δerg-10b::hph, 
Δerg-11::hph, Δmus-52::bar, mat A  
Diese Arbeit 
MW_432 
Heterokaryon (his-3+::Pccg-1-mak-2-gfp, mat A + 
his-3+::Pccg-1-dsRed-so, mat A) 
Diese Arbeit 
MW_433 
Heterokaryon (Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-mak-2-gfp, mat A 
+ Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-dsRed-so, mat A) 
Diese Arbeit 
MW_444 Δham-7::hph, his-3, mat A Diese Arbeit 
MW_486 Δmak-1::hph, his-3, mat A Diese Arbeit 
MW_488 Δmak-1::hph, his-3, mat a Diese Arbeit 
MW_490 Δso::hph, Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-so-gfp-Farnesyl, mat A Diese Arbeit 
MW_510 Δmak-1::hph, his-3+::Pccg-1-mak-1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_522 Δmek-1::hph, his-3, mat A Diese Arbeit 
MW_528 Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-erg-2-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_532 Δham-7::hph, his-3+::Ptcu-1-ham-7, mat A Diese Arbeit 
MW_533 Δmak-1::hph, his-3+::Ptcu-1-mak-1, mat A Diese Arbeit 
MW_539 Δso::hph, his-3+::Ptcu-1-so, mat a Diese Arbeit 
MW_540 Δso::hph, his-3+::Ptcu-1-so, mat a Diese Arbeit 
MW_543 Δmek-1::hph, his-3+::Pccg-1-mek-1-gfp, mat A Diese Arbeit 
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MW_545 Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-gfp-erg-2, mat A Diese Arbeit 
MW_549 Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-erg-2-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_569 Δmak-1::hph, his-3+::Pccg-1-mak-1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_570 Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-mak-1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_581 Δmek-1::hph, his-3+::Pccg-1-mek-1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_582 Δmek-1::hph, Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-mek-1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_590 
Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, ΔPrm1::hph, 
his-3+::Pccg-1-mak-2-gfp, mat A 
Diese Arbeit 
MW_594 Δmak-1::hph, his-3+::Pccg-1-dsRed-mak-1, mat A Diese Arbeit 
MW_598 Δso::hph, his-3+::Ptcu-1-so-gfp, mat a Diese Arbeit 
MW_600 Δso::hph, his-3+::Ptcu-1-so-gfp, mat a Diese Arbeit 
MW_604 Δmak-1::hph, his-3+::Ptcu-1-mak-1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_605 Δmak-1::hph, his-3+::Ptcu-1-mak-1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_606 Δmak-1::hph, his-3+::Ptcu-1-mak-1-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_607 Δmak-2::hph, his-3+::Ptcu-1-mak-2-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_608 Δmak-2::hph, his-3+::Ptcu-1-mak-2-gfp, mat A Diese Arbeit 
MW_609 Δmak-2::hph, his-3+::Ptcu-1-mak-2-gfp, mat A Diese Arbeit 
N1-01 Wildtyp, mat A FGSC 2489 
N1-02 Wildtyp, mat a FGSC 988 
N1-03 his-3 (Allel 1-234-723), mat A FGSC 6103 
N1-04 his-3 (Allel 1-234-723), mat a FGSC 9716  
N1-06 Δmus-52::bar, mat a FGSC 9719  
N1-12 Δso::hph, mat A FGSC 11293 
N1-20 his-3+::Pccg-1-so-gfp, mat A Fleissner & Glass, 2007 
N1-22 his-3+::Pccg-1-so-gfp, mat A Fleissner & Glass, 2007 
N1-24 Δso::hph, his-3+::Pccg-1-so-gfp, mat A Fleissner & Glass, 2007 
N1-27 Δso::hph, his-3+::Pso-so-gfp, mat A Fleissner & Glass, 2007 
N1-30 his-3+::Pccg-1-dsRed-so, mat A UC Berkeley, USA 
N1-41 his-3+::Pccg-1-mak-2-gfp, mat A UC Berkeley, USA 
N2-01 Δmak-2::hph, his-3+::Pccg-1-mak-2Q100G, al, mat A Fleissner et al., 2009a 
N2-12 his-3+::Pccg-1-h1-gfp, mat A Freitag et al., 2004 
N2-28 erg-1 (Allel uv1), mat a FGSC 2721 
N2-29 erg-2 (Allel NAN25), mat a FGSC 2723 
N2-34 Δerg-2::hph, mat a FGSC 17459 
N2-35 Δerg-2::hph, mat A FGSC 17460 
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N2-40 am1, ad-3B, cyh-1 FGSC 4564 
N2-45 Δerg-2::hph, his-3, mat A Priegnitz, 2009 
N2-46 Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-gfp, mat A Priegnitz, 2009 
N2-47 Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-cherry, mat A Priegnitz, 2009 
N2-48 Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-mak-2-gfp, mat A Priegnitz, 2009 
N2-49 Δerg-2::hph, his-3+::Pccg-1-so-gfp, mat A Priegnitz, 2009 
N3-06 his-3+::Pccg-1-gfp, mat A Schürg et al., 2012 
N3-07 his-3+::Pccg-1-cherry, mat A Schürg et al., 2012 
N3-08 Δerg-1::hph, Δmus-52::bar, mat a Priegnitz, 2009 
N4-25 Δerg-10a::hph, mat a FGSC 20056 
N4-26 Δerg-10a::hph, mat A FGSC 20057 
N4-27 Δerg-11::hph, mat a FGSC 13802 
N4-28 Δerg-11::hph, mat A FGSC 13803 
N4-29 Δerg-10b::hph, mat a FGSC 13983 
N4-30 Δerg-10b::hph, mat A Diese Arbeit 
N4-32 Δerg-2::hph, Δerg-10a::hph, mat A Weichert, 2011 
N4-33 Δerg-2::hph, Δerg-10b::hph, mat a Weichert, 2011 
N4-34 Δerg-2::hph, Δerg-10b::hph, mat A Weichert, 2011 
N4-35 Δerg-2::hph, Δerg-11::hph, mat a Weichert, 2011 
N4-36 Δerg-2::hph, Δerg-11::hph, mat A Weichert, 2011 
N4-37 Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, mat a Weichert, 2011 
N4-38 Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, mat A Weichert, 2011 
N4-39 Δerg-2::hph, Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, mat a Weichert, 2011 
N4-40 Δerg-2::hph, Δerg-10a::hph, Δerg-10b::hph, mat A Weichert, 2011 
N5-01 Δerg-10a::hph, his-3+::Pccg-1-gfp, mat A Weichert, 2011 
N5-02 Δerg-10a::hph, his-3+::Pccg-1-cherry, mat A Weichert, 2011 
N5-03 Δerg-11::hph, his-3+::Pccg-1-gfp, mat A Weichert, 2011 
N5-04 Δerg-11::hph, his-3+::Pccg-1-cherry, mat A Weichert, 2011 
N5-09 Δerg-2::hph, Δerg-10a::hph, his-3+::Pccg-1-gfp, mat A Weichert, 2011 
N5-10 Δerg-2::hph, Δerg-10a::hph, his-3+::Pccg-1-cherry, mat A Weichert, 2011 
Botrytis cinerea 
B05.10 Wildtyp 
Quidde et al., 1999; 
van Kan et al., 1997 
MW_261 ΔbcnoxA::nat1 Segmüller et al., 2008 
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MW_263 ΔbcnoxB::hph Segmüller et al., 2008 
MW_265 ΔbcnoxA::nat1, ΔbcnoxB::hph Segmüller et al., 2008 
MW_267 ΔbcnoxR::nat1 Segmüller et al., 2008 
Saccharomyces cerevisiae 
FY834 Matα, his3∆200, ura3-52, leu2∆1, lys2∆202, trp1∆63 Winston et al., 1995 
Escherichia coli 
XL1-Blue 
F´::Tn10, proA+B+, lacIq, Δ(lacZ)M15/ recA1, endA1, gyrA96, 
(NalR) , thi, hsdR17, (rK– mK+), glnV44, relA1, lac 
Stratagene 
 
2.1.2 Plasmide 
Tab. 2.1.2: In dieser Arbeit verwendete Plasmide. 
Nr. Bezeichnung/Merkmale 
Ausgangs-
plasmid 
Herkunft 
2 
pMF272 
(Pccg-1-sgfp, 5´-his-3, his-3 (Allel 1-234-723), bla) 
- Freitag et al., 2004 
3 
pMF334 
(Pccg-1-dsRed, 5´-his-3, his-3 (Allel 1-234-723), bla) 
- Freitag & Selker, 2001 
5 
pRS426 
(ura3, ampR, lacZ) 
- Christianson et al., 1992 
10 
pMF cherry 
(Pccg-1-cherry, 5´-his-3, his-3 (Allel 1-234-723), bla) 
- Schürg et al., 2012 
14 
pSO 8 
(Pccg-1-so-sgfp, 5´-his-3, his-3 (Allel 1-234-723), bla) 
- Fleissner & Glass, 2007 
15 
pMH 5.1 
(Pccg-1-mak-2-sgfp, 5´-his-3, his-3 (Allel 1-234-723), bla) 
- Fleissner et al., 2009a 
18 
pMF334-GFP 
(Pccg-1-sgfp, 5´-his-3, his-3 (Allel 1-234-723), bla) 
- 
Elizabeth Hutchison, 
UC Berkeley, USA 
20 
SO ds red 8 
(Pccg-1-dsRed-so, 5´-his-3, his-3 (Allel 1-234-723), bla) 
- Fleissner et al., 2009a 
56 
pZPnat1 
(nat1, kanR, TrpC) 
- GenBank AY631958 
59 
pMF272 + tef 
(Ptef-1-sgfp, 5´-his-3, his-3 (Allel 1-234-723), bla) 
- Dettmann et al., 2012 
352 Pccg-1-erg-2-gfp pMF272 Diese Arbeit 
389 Ptef-1-erg-2 (Allel NAN25)-gfp 
pMF272 + 
tef 
 
Diese Arbeit 
404 Pccg-1-gfp-erg-2 
pMF334-
GFP 
Diese Arbeit 
507 Pccg-1-mak-1-gfp pMF272 Müller, 2014 
510 Pccg-1-mak-1E104G pMF272 Müller, 2014 
522 Ptef-1-ham-7 
pMF272 + 
tef 
 
Diese Arbeit 
523 Ptef-1-ham-7 
pMF272 + 
tef 
 
Diese Arbeit 
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524 Ptef-1-ham-7 
pMF272 + 
tef 
 
Diese Arbeit 
517 Ptcu-1-gfp pMF272 Bruns, 2014 
579 Pccg-1-dsRed-mak-1 pMF334 Diese Arbeit 
582 Pccg-1-dsRed-mak-1E104G pMF334 Diese Arbeit 
663 Ptcu-1-so-gfp pMF272 Diese Arbeit 
664 Ptcu-1-mak-1-gfp pMF272 Diese Arbeit 
665 Ptcu-1-mak-1-gfp pMF272 Diese Arbeit 
666 Ptcu-1-mak-1-gfp pMF272 Diese Arbeit 
667 Ptcu-1-mak-2-gfp pMF272 Diese Arbeit 
673 Ptcu-1-so pMF272 Diese Arbeit 
674 Ptcu-1-mak-1 pMF272 Diese Arbeit 
678 Ptcu-1-ham-7 pMF272 Diese Arbeit 
681 Pccg-1-mek-1-gfp pMF272 Diese Arbeit 
 
2.1.3 Oligonukleotide (Primer) 
Tab. 2.1.3: In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide (Primer). 
Nr. Bezeichnung Nukleotid-Sequenz (5´-3´) Ziel-Locus/Zweck 
20 PMF2 (Isao) GGACACGCTGAACTTGTGGC 
pMF272 und 
verwandte Plasmide 
21 His3-F  CTTGCAGTCTTGCACGTTG 
Integration am his-3-
Locus testen 
22 His3-R  CTCTCGAGTCCCGTTATTGC 
Integration am his-3-
Locus testen 
42 prm-f 
ATTATTATCTAGAATGGTTTACAACGAAA
AGAATGGAGG 
Prm1 
43 prm-r 
ATCATCATTAATTAATCCTCCTCCTCCTCC
TCCAATAGGCGTAAAATACCC 
Prm1 
52 3`R2 soft GGAGACTTCGTGGGTGGATTT so 
61 ERG-2-F ATTATTATCTAGAATGTCGTCGTCAAGG erg-2 
62 ERG-2-R 
ATCATCATTAATTAAAATGACGTACTAGA
GAAAATCAA 
erg-2 
68 ERG-2-FII 
ATTATTATCTAGAATGTCGTCGTCAAGGT
ACTCGC 
erg-2 
82 HPH F 
GTCGGAGACAGAAGATGATATTGAAGGA
GC 
hph; nat1 
265 soft3for GTCGCGGGCCGGTATGAAAC so 
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312 ERG-1-TEST-F TGGGATGCTTGCTTGTGATGCG Δerg-1::hph 
313 ERG-2-TEST-F ATGGATGGAATGGGGATGCTCGC Δerg-2::hph 
315 ERG-10-TEST-F TTTCTGTGGGAGGGGAGATGTCTGG Δerg-10a::hph 
316 ERG-11-TEST-F TCTGTAGGATGCTGGATGGTTTCGG Δerg-11::hph 
317 HPH-TEST-R TCGTCCGAGGGCAAAGGAATAGAG hph 
338 erg-1-f CTCTTCCTCCGGTTCGTCTTGCC erg-1 
339 erg-1-r CAAGTTGCTAATCATCTCGCGGCCG erg-1 
340 erg-2-f GATCTTCTTTCCCATCCTCATGTGG erg-2 
341 erg-2-r CACCCTCCTCTCATACTCCTTCC erg-2 
344 erg-10-f ACGACCTGCTCTCTATGATTTCCC erg-10a 
345 erg-10-r CTCCTTGACAATCTTCTCCATCTCG erg-10a 
346 erg-11-f GACAGGAGGAGGTGTACAACCG erg-11 
347 erg-11-r CCAGTCGAGGAGAAGAGAAGCC erg-11 
386 lox-test-f GTAGAGCGATATGTAGGTGCTGGCC Δerg-10b::hph 
387 lox-f GCTCCTATACTGGGTGTTTAGCG erg-10b 
388 lox-r CATGTGATGCAGTGTGTGGTGGG erg-10b 
417 PRM1-TEST-F TGAAGATGGTGAAGACGTCGG ΔPrm1::hph 
420 soft TEST-F GAACACAGCATCACCGTGG so 
543 natR-trpC-BS R 
GTTGGAGATTTCAGTAACGTTAAGTGGAT
TACGGAGCATTCACTAGGCA 
nat1 
569 sad-1-hph-test-f ACTCGATTGGCTGGGGTAAGAAGG ΔSad-1::hph 
570 gsl-5-hph-test-f ATGGGGAAGGAACGGGCAAAGC Δgsl-5::hph 
571 gsl-10-hph-test-f GGCAGCGGGAAAGTACGGATTGG Δgsl-10::hph 
572 gsl-12-hph-test-f AGGTGAGAGCTTCAGGAATGTGAGC  Δgsl-12::hph 
573 gsl-13-hph-test-f GCTAGAGGGTTGGAGGTGGAAATCG  Δgsl-13::hph 
576 sad-1-f GGAACTCTTCAAGGATCATGCAGCC  Sad-1 
577 sad-1-r GGAACACCAAGAGACGAGAGAACGG Sad-1 
578 gsl-5-f CTTGCTATGTCACCGTTGGCAGG  gsl-5 
579 gsl-5-r TCGTAGTCGAGGAAGTGGTGGG  gsl-5 
580 gsl-10-f ACAATCCCTCCTCCCTTCCACC  gsl-10 
581 gsl-10-r GCTCTTCCTATCATCCACCTCCACC gsl-10 
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582 gsl-12-f CGCTACTTCCTCCTCTACCACTACG  gsl-12 
583 gsl-12-r CTTCCGATACCCTTTCCCTCTTTGG gsl-12 
584 gsl-13-f CTTTTGGCGGCAAGTCTTATGGG  gsl-13 
585 gsl-13-r ACGCTTGTAGAGGACTTCGTAGAGG  gsl-13 
622 5'f-erg-10 
GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACG
CAGTTAGCGACTTGAACAGC 
erg-10a 
623 5'r-erg-10 
ATCCACTTAACGTTACTGAAATCTCCAAC
GATACAAGATGTGTCGCTGG 
erg-10a 
624 3'f-erg-10 
CTCCTTCAATATCATCTTCTGTCTCCGACG
GTACACCACATTGGATACG 
erg-10a 
625 3'r-erg-10 
GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGC
GTCTATTCTCTCAAGCGAGC 
erg-10a 
626 Prm1-WT-Test-R AAGAGAGAGTGGGACTGGAGGG Prm1 
670 erg-2-f-seq TTCTCACCGCCCGTGACTTTAGGC erg-2 
671 erg-2-r-seq GTCCCCAAGGAGTGCTTTCCAAAGG erg-2 
676 erg-1-f-seq GGTGGTGGAATCTCTGTGGCC erg-1 
677 erg-1-r-seq TCTAGCGTAGACGCCGCTTGTGC erg-1 
702 Erg-2 rev 1490 CAGGCGCACTTCGAAGAACA erg-2 
703 tef_3`_f CAAGCTTTTCTTCCTCTTCC 
pMF272 + tef und 
verwandte Plasmide 
706 erg2 rev 214 GCGCCATCTTCCGAGCACAGA erg-2 
709 gfp-erg-2-BglII-for 
ATCATCAGATCTATGTCGTCGTCAAGGTA
CTC 
erg-2 
710 gfp-erg-2-XbaI-rev 
ATCATCTCTAGAACCCTTCAGCTCTTCCCA
TT 
erg-2 
778 mak-1-f GTTCCTGCTTAGCCGCTTGTGC mak-1 
779 mak-1-r CATCTCGCCGACATCATCGACAACC mak-1 
780 mak-1-hph-test-f GGAAGTCCAGGAACGACCAGG Δmak-1::hph 
783 mak-1-oriloci-F CCACCTCGTTTAAGCAGCAAGC mak-1 
805 NAT-1-TEST-R TTTGTCCAAGCAGCAAAGAGTGCC nat1 
806 HAM-7-F 
ATTATTATCTAGAATGCTCACATCAACACT
CCTCG 
ham-7 
807 HAM-7-R 
ATCATCAGAATTCGTTCTTTCTATTGGCCC
ACAGCC 
ham-7 
838 so_XbaI_for 
AATGTATCTAGAATGTCTCGATCCCGCGG
TGTTCCTGATGAGG 
so 
848 mak-1-XbaI-F 
AATGTATCTAGAATGGCTGATCTCGTGGG
TCGCA 
mak-1 
851 mak-1-EcoRI-R 
AATGTAGAATTCGAAGGTCATGATGGTTG
GAAGG 
mak-1 
893 ham-7-wt-R AGCATCAACCACAACCCACC ham-7 
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894 ham-7-hph-test-F GCTCGGAGGAGGTCCATGTGG Δham-7::hph 
915 so-EcoRI-R 
AATGTAGAATTCCTAGAGGTAGGTAGTAG
CTTGG 
so 
962 Mek1 GFP XbaI-F 
AATGTATCTAGAATGGCCGATCACCAAGG
TCA 
mek-1 
963 Mek1 GFP PacI-R 
AATGTATTAATTAATGCCTCTTCCTTTCCA
TCCT 
mek-1 
968 mek-1-WT-f ATCACCTCTCTGCTCTCTTCTACCC mek-1 
969 mek-1-WT-r CCAATACCCTTTCTCCTGTACGC mek-1 
970 mek-1-hph-f GAGGGTTGAAGCGAAAGGACAGGC Δmek-1::hph 
1142 dsred-mak-1_AscI_F  
AATGTAGGCGCGCCAATGGCTGATCTCGT
GGGTCGCA 
mak-1 
1143 dsred-mak-1_XbaI_R 
AATGTATCTAGAGAAGGTCATGATGGTTG
GAAGG 
mak-1 
 
2.1.4 Enzyme 
Tab. 2.1.4: In dieser Arbeit verwendete Enzyme. 
Name Art Anbieter 
AscI Restriktionsenzym Thermo Scientific 
BglII Restriktionsenzym Thermo Scientific 
DreamTaq DNA-Polymerase Fermentas 
EcoRI Restriktionsenzym Thermo Scientific 
NotI Restriktionsenzym Thermo Scientific 
PacI Restriktionsenzym Thermo Scientific 
Phusion DNA-Polymerase Thermo Scientific 
RNase Ribonuklease Serva 
T4-DNA-Ligase DNA-Ligase Thermo Scientific 
XbaI Restriktionsenzym Thermo Scientific 
XhoI Restriktionsenzym Thermo Scientific 
 
2.1.5 Antikörper 
Tab. 2.1.5: In dieser Arbeit verwendete Antikörper. 
Name Ursprung Anbieter und Bezeichnung 
Anti-GFP-Antikörper Maus Roche, Klone 7.1 und 13.1 
Anti-Maus-Antikörper, HRP-konjugiert Ziege Invitrogen, G21453 
Anti-Maus-Antikörper, HRP-konjugiert Ziege Novex, A24512 
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Anti-Phospho-p44/42-Antikörper Kaninchen Cell Signaling Technology, #9101 
Anti-Rabbit-Antikörper, HRP-konjugiert Ziege Cell Signaling Technology, #7074 
Anti-β-Tubulin-Antikörper Maus Covance, Klon TU27 
 
2.1.6 Chemikalien, Puffer und Lösungen 
Tab. 2.1.6: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien. 
Chemikalie Anbieter 
Acrylamid-Mix (30 %) AppliChem 
Adenin 
 
Roth 
Agar-Agar (Kobe) 
 
Roth 
Agarose (Ultra Pure) 
 
 
Invitrogen 
Ammoniumeisen(II)-sulfat-Hexahydrat ((NH4)2Fe(SO4)2 · 6 H2O) Roth 
Ammoniumnitrat (NH4NO3) Roth 
Ammoniumpersulfat (APS) Serva 
Ampicillin Roth 
L-Ascorbinsäure (Ascorbat) Roth 
Bacto-Agar 
Aga 
Difco 
Biotin Roth 
Borsäure (H3BO3) Roth 
Bradford-Lösung (Roti-Quant) Roth 
Bromphenolblau Serva 
Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl2 · 2 H2O) Roth 
Calcofluor White (Fluorescence Brightener 28) Sigma-Aldrich 
Citronensäure-Monohydrat (C6H8O7 · H2O) Baker 
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) Roth 
Coomassie Brillant Blue G Sigma-Aldrich 
Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4) Baker 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth 
Drop-out base with Glucose D9500 USBiological 
Drop-out mix minus Ura D9535 USBiological 
Eisessig (Essigsäure) Roth 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth 
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraessigsäure (EGTA) Roth 
Ethanol (EtOH, vergällt) Chemikalienlager (TU BS) 
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Ethidiumbromid Serva 
Ficoll 400 Roth 
Fluconazol (FLZ) Fluka 
FM4-64 Molecular Probes 
D-Fructose Fluka 
D-Glucose-Monohydrat Roth 
Glycerin Roth 
β-Glycerolphosphat AppliChem 
Glycin AppliChem 
Guanidinchlorid (Guanidin HCl) Baker 
Hefeextrakt BD 
HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure) Roth 
n-Hexan Merck 
L-Histidinhydrochlorid-Monohydrat Roth 
Hygromycin B Invitrogen 
Isopropanol VWR Chemicals 
Kaliumacetat (KOAc) Roth 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Baker 
Kaliumhydroxid (KOH) Roth 
Kaliumnitrat (KNO3) Roth 
Kieselgel Merck 
Kupfer(II)-sulfat-Pentahydrat (CuSO4 · 5 H2O) Baker 
Lactophenol-Blau Merck 
Lachssperma-DNA Invitrogen 
Lithiumacetat (LiOAc) Roth 
Milchpulver Roth 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 · 7 H2O) Roth 
Mangansulfat-Monohydrat (MnSO4 · H2O) Riedel-de Haën 
β-Mercaptoethanol Merck 
Methanol (MeOH) Sigma-Aldrich 
MOPS (3-(N-Morpholino)propansulfonsäure) Roth 
Natriumacetat-Trihydrat (NaOAc) Roth 
Natriumchlorid (NaCl) Roth 
Natriumdodecylsulfat (SDS, Pellets) Roth 
Natriumdodecylsulfat (SDS, Ultra Pure) Roth 
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Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Roth 
Natriumfluorid (NaF) Fluka/Merck 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) Merck 
Natriumhydroxid (NaOH) Roth 
Natriummolybdat-Dihydrat (Na2MoO4 · 2 H2O) Riedel-de Haën 
Natriumorthovanadat (Na3VO4) Sigma-Aldrich 
p-Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) Sigma-Aldrich 
p-Nitrophenylphosphat AppliChem 
1NM-PP1 TRC 
Nourseothricin Jena Bioscience 
Nystatin-Dihydrat Roth 
PEG 3350 Sigma-Aldrich 
Pepton BD 
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (Roti-Phenol) Roth 
Phosphinothricin Duchefa 
Ponceau S Roth 
L-Prolin Roth 
Protease-Inhibitor (complete, EDTA-free) Roche 
Rinderserumalbumin (BSA) Roth 
D-Saccharose Roth 
Salzsäure (HCl) Roth 
D-Sorbitol Roth 
L-Sorbose Calbiochem/MP Biomedicals 
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth 
Trinatriumcitrat-Dihydrat (Na3 Citrat · 2 H2O) Roth 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Roth 
Triton X-100 Roth 
Tween 20 Roth 
Wasserstoffperoxid (H2O2) Roth 
Xylencyanol FF Bio-Rad 
Zinksulfat-Heptahydrat (ZnSO4 · 7 H2O) Baker 
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Tab. 2.1.7: Zusammensetzung der in dieser Arbeit verwendeten Puffer und Lösungen. 
Puffer/Lösung Zusammensetzung  
Alkoholische KOH-Lösung 
10 g 
60 mL 
ad 100 mL 
KOH 
EtOH 
ddH2O 
Ascorbinsäure-Stammlösung 
(2 M) 
352,26 g 
ad 1000 mL 
 
sterilfiltrieren 
L-Ascorbinsäure 
dH2O 
 
 
20x BDES-Lösung 
200 g 
10 g 
10 g 
ad 1000 mL 
 
autoklavieren 
L-Sorbose 
D-Saccharose 
D-Fructose 
dH2O 
 
 
5x Beladungspuffer 
(Laemmli-Puffer) 
3,12 mL 
1 g 
5 mL 
1,5 mL 
2 mg 
 
10 mL, im Wasserbad 
bei 50 bis 60 °C lösen  
1 M TRIS-HCl-Puffer (pH 6,8) 
SDS (Ultra Pure) 
Glycerin 
β-Mercaptoethanol 
Bromphenolblau 
 
 
 
Biotin-Stammlösung 
5 mg 
ad 50 mL 
Biotin 
ddH2O
Blockierungs-Lösung 
5 g 
ad 100 mL 
BSA 
1x TBS-T 
Coomassie-Färbelösung 
60 mg 
ad 1000 mL 
3 h bei RT rühren 
3 mL 
 
dunkel lagern 
Coomassie Brilliant Blue G 
ddH2O 
 
konzentrierte HCl-Lösung 
 
 
DNA-Extraktionspuffer 
10 mL 
30 mL 
2 g 
10 mL 
ad 100 mL 
10 µL/mL 
1 M TRIS-HCl-Puffer (pH 7,5) 
5 M NaCl 
CTAB 
0,5 M EDTA 
 
β-Mercaptoethanol 
DNA-Beladungspuffer 
0,25 % 
0,25 % 
15 % 
10 mM 
Bromphenolblau 
Xylencyanol FF 
Ficoll 400 
EDTA 
EDTA-Stammlösung 
(0,5 M, pH 8,0) 
146,12 g 
15 g 
800 mL 
unter Rühren lösen 
4 - 5 g, bis pH ca. 7,8 
ad 1000 mL 
 
autoklavieren 
EDTA 
NaOH 
dH2O 
 
NaOH 
dH2O 
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EGTA-Stammlösung 
(0,5 M, pH 8,0) 
146,12 g 
15 g 
800 mL 
unter Rühren lösen 
4 - 5 g, bis pH ca. 7,8 
ad 1000 mL 
 
autoklavieren 
EGTA 
NaOH 
dH2O 
 
NaOH 
dH2O 
 
 
10x FIGS-Stammlösung 
200 g 
5 g 
5 g 
ad 1000 mL 
 
autoklavieren 
L-Sorbose 
D-Fructose 
D-Glucose 
dH2O 
 
 
40 % (w/v) Glycerin-Lösung  
40 g 
ad 100 mL 
 
autoklavieren 
Glycerin 
dH2O 
 
 
HEPES-Stammlösung 
(1 M, pH 7,5) 
238,31 g 
ad 1000 mL 
 
autoklavieren 
HEPES 
dH2O 
 
 
LiOAc-Lösung 
(100 mM/1 M) 
0,66 g bzw. 6,6 g 
ad 100 mL 
 
autoklavieren 
LiOAc 
ddH2O 
 
 
Lösung I 
50 mM 
25 mM 
10 mM 
D-Glucose 
TRIS-HCl-Puffer (pH 8,0) 
EDTA 
Lösung II 
0,2 M 
1 % (w/v) 
NaOH 
SDS (Pellets) 
Lösung III 
3 M 
12 % (v/v) 
KOAc 
Eisessig 
7 % (w/v) Milchpulver-Lösung 
7 g 
ad 100 mL 
 
autoklavieren 
Milchpulver 
ddH2O 
 
 
MOPS-Stammlösung 
(5 mM, pH 7,6) 
1,047 g 
ad 1000 mL 
pH 7,6 (mit 1 M NaOH) 
 
autoklavieren 
MOPS 
dH2O 
 
 
 
NaOAc-Lösung 
(3 M, pH 6,3) 
246,03 g 
ad 1000 mL 
pH 6,3 (mit 1 M HCl) 
 
autoklavieren 
NaOAc 
dH2O 
 
 
 
NaHCO3-Stammlösung 
(1 M, pH 5,8) 
84,01 g 
ad 1000 mL 
pH 5,8 (mit 1 M HCl) 
 
autoklavieren 
NaHCO3 
dH2O 
 
 
 
50 % (w/v) PEG-Lösung 
50 g 
ad 100 mL 
 
autoklavieren 
PEG 3350 
ddH2O 
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Ponceau-Färbelösung 
0,1 g 
5 mL 
ad 100 mL 
Ponceau S 
Essigsäure 
ddH2O 
Protein-Extraktionspuffer 
50 mM 
5 mM 
2 mM 
100 mM 
1 % (v/v) 
10 % (v/v) 
1 mM 
10 mM 
60 mM 
15 mM 
1 Tablette 
ad 20 mL 
HEPES-Stammlösung pH 7,5 
EDTA-Stammlösung pH 8,0 
EGTA-Stammlösung pH 8,0 
NaCl 
Triton X-100 
Glycerin 
Na3VO4 
NaF 
β-Glycerolphosphat 
p-Nitrophenylphosphat 
Protease-Inhibitor 
ddH2O 
Sammelgel-Puffer 
(1,0 M TRIS-HCl, pH 6,8) 
30,29 g 
ad 250 mL 
pH 6,8 (mit 1 M HCl) 
TRIS 
dH2O 
 
10 % (w/v) SDS-Stammlösung 
100 g 
ad 1000 mL 
SDS (Pellets oder Ultra Pure) 
ddH2O 
10x SDS-Laufpuffer 
30,29 g 
144,13 g 
10 g 
ad 1000 mL 
TRIS 
Glycin 
SDS (Ultra Pure) 
ddH2O 
Sorbitol-Lösung 
(1 M) 
182,2 g 
ad 1000 mL 
 
autoklavieren 
D-Sorbitol 
dH2O 
 
 
Spurenelemente-Lösung 
50 g 
50 g 
10 g 
2,5 g 
0,5 g 
0,5 g 
0,5g 
ad 1000 mL 
 
sterilfiltrieren 
Citronensäure · H2O 
ZnSO4 · 7 H2O 
(NH4)2Fe(SO4)2 · 6 H2O 
CuSO4 · 5 H2O 
MnSO4 · H2O 
H3BO3 
Na2MoO4 · 2 H2O 
ddH2O 
 
 
Stripping-Lösung 
57,3 g (6 M) 
1,14 mL (0,2 M) 
10 mL 
ad 100 mL 
Guanidin HCl 
Essigsäure 
10x TBS-Puffer 
ddH2O 
50x TAE-Puffer 
242 g 
57,1 mL 
100 mL 
ad 1000 mL 
TRIS 
Essigsäure 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 
ddH2O 
10x TBS-Puffer 
60,6 g 
87,7 g 
pH 7,5 (mit 1 M HCl) 
ad 1000 mL 
TRIS 
NaCl 
 
dH2O 
1x TBS-T (Waschpuffer) 
100 mL 
0,05 oder 0,1 % (v/v) 
ad 1000 mL 
10x TBS-Puffer 
Tween 20 
dH2O 
TE-Puffer (mit RNase) 
10 mM 
1 mM 
200 µg/mL 
TRIS-HCl-Puffer (pH 8,0) 
EDTA 
RNase (20 mg/mL) 
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Transfer-Puffer 
3,03 g 
14,41 g 
200 mL 
ad 1000 mL 
TRIS 
Glycin 
MeOH 
ddH2O 
Trenngel-Puffer 
(1,5 M TRIS-HCl, pH 8,8) 
90,86 g 
ad 500 mL 
pH 8,8 (mit 1 M HCl) 
TRIS 
dH2O 
 
TRIS-HCl-Puffer 
(1 M) 
121,14 g 
800 mL 
pH mit konz. HCl 
einstellen 
ad 1000 mL 
 
autoklavieren 
TRIS 
dH2O 
 
 
dH2O 
 
 
50x Vogel´s-Stammlösung 
125 g 
250 g 
100 g 
10 g 
5 g 
2,5 mL 
5 mL 
ad 1000 mL 
Na3 Citrat · 2 H2O 
KH2PO4 
NH4NO3 
MgSO4 · 7 H2O 
CaCl2 · 2 H2O (separat in ddH2O lösen) 
Biotin-Stammlösung 
Spurenelemente-Lösung 
ddH2O 
2x Westergaard´s-Stammlösung 
6,0 g 
4,2 g 
3,0 g 
3,0 g 
0,6 g 
0,6 g 
0,3 mL 
0,6 mL 
ad 3000 mL 
KNO3 
K2HPO4 
KH2PO4 
MgSO4 · 7 H2O 
NaCl 
CaCl2 · 2 H2O (separat in ddH2O lösen) 
Biotin-Stammlösung 
Spurenelemente-Lösung 
ddH2O 
 
2.1.7 Wachstumsmedien 
Tab. 2.1.8: Zusammensetzung der in dieser Arbeit verwendeten Wachstumsmedien für filamentöse Pilze, 
Hefen und Bakterien. 
Medium Zusammensetzung  
Bottom Agar-Medium 
20 mL 
15 g 
0,5 mg/mL 
ad 900 mL 
 
autoklavieren 
 
100 mL 
200 µg/mL 
50x Vogel´s-Stammlösung 
Agar-Agar 
L-Histidin (optional) 
dH2O 
 
 
 
10x FIGS-Stammlösung 
Nourseothricin (optional) 
LB-Medium 
10 g 
5 g 
10 g 
15 g 
ad 1000 mL 
 
autoklavieren 
 
100 µg/mL 
Pepton 
Hefeextrakt 
NaCl 
Agar-Agar (optional) 
dH2O 
 
 
 
Ampicillin (optional) 
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SC-Ura-Medium 
26,7 g 
2 g 
15 g 
ad 1000 mL 
pH 6,5 
 
autoklavieren 
Drop-out base with Glucose D9500 
Drop-out mix minus Ura D9535 
Agar-Agar 
dH2O 
 
 
 
Sorbose-reiches Medium 
(„BDES“-Medium) 
20 mL 
15 g 
0,5 mg/mL 
ad 950 mL 
 
autoklavieren 
 
50 mL 
200 µg/mL 
400 µg/mL 
 
 
50x Vogel´s-Stammlösung 
Agar-Agar 
L-Histidin (optional) 
dH2O 
 
 
 
20x BDES-Stammlösung 
Hygromycin B (optional) 
Phosphinothricin (optional; 50x Vogel´s-
Lösung mit 5 mg/mL L-Prolin anstelle von 
NH4NO3) 
Top Agar-Medium 
20 mL 
10 g 
0,5 mg/mL 
ad 900 mL 
 
autoklavieren 
 
100 mL 
50x Vogel´s-Stammlösung 
Agar-Agar 
L-Histidin (optional) 
dH2O 
 
 
 
10x FIGS-Stammlösung 
Vogel´s Minimalmedium (MM) 
20 mL 
20 g 
15 g 
0,5 mg/mL 
0,3 mg/mL 
ad 1000 mL 
 
autoklavieren 
 
200 µg/mL 
200 µg/mL 
50x Vogel´s-Stammlösung 
D-Saccharose 
Agar-Agar (optional) 
L-Histidin (optional) 
Adenin (optional) 
dH2O 
 
 
 
Hygromycin B (optional) 
Nourseothricin (optional) 
Wasseragar 
15 oder 20 g 
ad 1000 mL 
 
autoklavieren 
Bacto-Agar 
ddH2O 
 
 
Westergaard´s Medium (WG) 
500 mL 
15 g 
15 g 
ad 1000 mL 
 
autoklavieren 
2x Westergaard´s-Stammlösung 
D-Saccharose 
Agar-Agar 
dH2O 
 
 
YPD-Medium 
10 g 
20 g 
20 g 
ad 1000 mL 
pH 6,5 
 
autoklavieren 
Hefeextrakt 
Pepton 
D-Glucose 
dH2O 
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2.1.8 Geräte 
Tab. 2.1.9: In dieser Arbeit verwendete technische Geräte. 
Gerät Hersteller Typ 
Elektroporator Bio-Rad Gene Pulser II, gekoppelt mit Pulse Controller II 
Gaschromatograph-
Massenspektrometer 
Agilent 
HP7890A GC-Gerät, gekoppelt mit einem HP5975C 
massenselektiven Detektor 
Gel-Dokumentation Bio-Rad mit einem UV-Lichtsystem ausgestattet 
Gel-Elektrophorese Bio-Rad Sub-Cell GT 
Mikroskope 
Zeiss 
„Axiophot 2“ mit einer „pixelfly 270 XS (pmc)“-Kamera und dem 
Steuerprogramm „4-D MICROSCOPE FLMV1.1“ (programmiert 
in C++ von R. Schnabel) 
Zeiss 
„Axioplan 2 imaging“ mit einer „sensicam (pco.)“-Kamera und 
dem Steuerprogramm „CAENOTEC 4-D MICROSCOPE M5V1.4“ 
(programmiert in C++ von C. Hennig und R. Schnabel) 
Leica 
M60-Stereomikroskop mit einer „DFC295“-Kamera (Leica) und 
der Software „Leica Application Suite“ (Version 3.5.0) 
Objektive an den 
Mikroskopen 
Zeiss 
Axiophot 2: 
5x/0,12 A-Plan 
40x/0,75 Plan-NEOFLUAR 
40x/1,30 Oil EC Plan-NEOFLUAR 
63x/1,40 Oil Plan-APOCHROMAT 
100x/1,30 Oil Plan-NEOFLUAR 
 
Axioplan 2 imaging: 
100x/1,30 Oil Pol Plan-NEOFLUAR 
Thermocycler Eppendorf Mastercycler gradient 
UV-VIS-Spektrometer 
Pharmacia 
Biotechn 
Ultrospec 2000 
Zellaufschluss-Gerät Peqlab Precellys 24 (lysis & homogenization) 
Zentrifugen 
BECKMAN GPKR Centrifuge 
Heraeus 
(Thermo) 
Biofuge 22R 
Heraeus 
(Thermo) 
BIOFUGE Pico 
Heraeus 
(Thermo) 
PICO 17 Centrifuge 
 
2.2 Methoden zur Kultivierung und Analyse von N. crassa 
2.2.1 Vegetative Vermehrung von N. crassa 
Zur vegetativen Vermehrung von N. crassa wurden Schrägagarröhrchen mit Minimalmedium (MM; 
Vogel, 1956) aseptisch mit Konidien beimpft. Die Kulturgefäße wurden für 3 d bei 30 °C im Dunkeln 
inkubiert und anschließend zur Sporulation für einen weiteren Tag bei RT und Tageslicht gehalten. 
Zur Herstellung einer Sporensuspension wurde mit einem sterilen Holzstäbchen ein Sporenbüschel 
entnommen und aseptisch in ein Reaktionsgefäß mit 800 µL sterilem ddH2O übertragen. Nach 
kräftigem Vermischen wurden die Sporen über eine mit Verbandmull (Cheesecloth) ausgestopfte 
Pipettenspitze in ein neues Gefäß filtriert. Die Sporensuspensionen wurden zur Analyse der 
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Keimlings- und Hyphenfusionen (siehe 2.2.2), zur Bildung von Heterokaryen (siehe 2.2.3), für 
Stresstests (siehe 2.2.4), bei der sexuellen Vermehrung (siehe 2.2.5), zur Einzelsporisolation 
(siehe 2.6.7) sowie als Inokulum von Flüssigkulturen (siehe 2.7.1 und 2.8) verwendet. 
 
2.2.2 Untersuchung der Keimlings- und Hyphenfusionen von N. crassa 
Keimlingsfusionen 
Zur Untersuchung der Keimlingsfusionen wurden Sporensuspensionen von 4 bis 7 d alten Kulturen 
wie in 2.2.1 beschrieben angefertigt. Die Konzentration der Sporen wurde auf etwa 106 Konidien 
pro mL eingestellt (die Suspensionen hatten eine schwache Orange-Färbung). 300 µL einer Sporen-
suspension wurden mit einer Pipettenspitze auf eine vorgetrocknete MM-Platte ausgestrichen. 
Nachdem der Flüssigkeitsfilm eingesogen war, wurden die Platten bei 30 °C im Dunkeln inkubiert. 
Die Aufnahme von Keimlingen erfolgte am Hellfeld- bzw. Fluoreszenzmikroskop (siehe 2.5). Zur 
Darstellung einzelner Zellen und Zellpaare wurden im Allgemeinen Objektive mit einer Vergrößerung 
von 63x und 100x verwendet. 
Um die Anzahl der Keimlinge, die sich in gerichtetem Wachstum befanden, zu ermitteln, wurde nach 
4 h Inkubation ein Agarblock (ca. 1 bis 1,5 cm Kantenlänge) aus der MM-Platte geschnitten, auf einen 
Objektträger gebracht und mit einem Deckgläschen versehen. Mit einem 40x-Objekt (Ölimmersion) 
wurden am Mikroskop mehrere Fotos von 50 bis 100 Zellen pro Ausschnitt mit einer vergleichbaren 
Zelldichte aufgenommen. Die Anzahl der Zellen, die gerichtetes Wachstum zeigten, sowie die 
Sporenkeimung wurden unter manueller Auszählung mit Hilfe des Programms „ImageJ“ bestimmt. 
Die Mittelwerte und Fehler (Standardabweichung, SD) wurden aus einer Dreifachbestimmung 
erhalten. 
Die Beschreibung der Art der Zell-Zell-Kontakte von Keimlingspaaren erfolgte direkt am 
Lichtmikroskop mit einem 100x-Objekt. Dazu wurden die Zellpaare einer von drei Klassen 
zugeordnet – normale (WT-artige), geschwollene (verdickte bzw. verbreiterte) sowie verdrehte 
(Δerg-2-artig sich umeinander wickelnde) Zell-Zell-Kontakte. Die Fehler der Mittelwerte wurden als 
Standardabweichungen aus drei Experimenten angegeben. 
Zur quantitativen Bestimmung der Zell-Zell-Fusionen zwischen Keimlingen wurden Stämme 
verwendet, die zytoplasmatisches GFP bzw. Cherry Red oder dsRED exprimieren (Tab. 2.1.1). 
Sporensuspensionen beider Stämme wurden wie in 2.2.1 angegeben hergestellt, zu gleichen Teilen 
miteinander vermischt und 300 µL dieser Mischung auf einer MM-Platte verteilt. Nach Inkubation für 
4 h bei 30 °C im Dunkeln wurde ein Präparat wie zuvor beschrieben angefertigt und mittels 
Fluoreszenzmikrospie untersucht. Für jede Kombination von Stämmen wurden mindestens 
100 Zellpaare mit einem 100x-Objektiv beobachtet. Die Vermischung von grüner und roter 
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Fluoreszenz nach Kontakt wurde als erfolgreiche Zell-Zell-Fusion gewertet (Fleissner et al., 2009b; 
Schürg et al., 2012). Die Mittelwerte und Fehler (Standardabweichung) der Keimlingsfusionen 
ergaben sich über eine Dreifachbestimmung der jeweiligen Ansätze. 
Analog zur Bestimmung der Zell-Zell-Fusionen wurden gemischte Populationen von WT- und 
Δerg-2-Keimlingen hergestellt und auf MM-Platten inkubiert. Zur Unterscheidung beider Stämme 
wurden grün bzw. rot fluoreszierende Proteine verwendet. Das Interaktionsverhalten, die Art der Zell-
Zell-Kontakte sowie die Lokalisierung von MAK-2-GFP bzw. SO-GFP in heterotypischen Keimlings-
paaren wurden mit homotypischen Kontrollansätzen verglichen. 
Zur Erstellung von Filmsequenzen von Keimlingen wurden Sporensuspensionen wie gewohnt 
vorbereitet und auf möglichst dünn gegossene MM-Platten (ca. 10 mL Medium) gebracht. Eine 
genaue Beschreibung der Methode ist Abschnitt 2.5 zu entnehmen. 
 
Inhibierung von MAP-Kinasen mittels Chemical Genetics 
Zur gezielten und dosisabhängigen Inhibierung der MAP-Kinasen MAK-1 bzw. MAK-2 in 
Keimlingen wurden die Stämme GN6-11 und N1-41 (nicht inhibierbare Kontrollen) sowie GN6-12 
und N1-41 (Mutanten mit inhibierbaren Allelen von mak-1 bzw. mak-2) verwendet. Sporen-
suspensionen dieser Stämme wurden wie in 2.2.1 beschrieben vorbereitet und auf MM-Platten 
ausgestrichen. Zunächst wurden die Zellen für 2 h bei 30 °C inkubiert. Es wurden danach Agarblöcke 
(ca. 1 cm Kantenlänge) ausgeschnitten, auf einen Objektträger platziert und mit 10 µL einer verdünn-
ten Lösung des ATP-analogen Inhibitors 1NM-PP1 (20 bis 1000 µM in DMSO) bzw. dem verdünnten 
Lösungsmittel (5 %  (v/v) DMSO) versetzt. Unter Berücksichtigung eines durchschnittlichen 
Volumens der Agarblöcke von ca. 250 µL betrugen die effektiven Inhibitor-Konzentrationen 0,8 bis 
40 µM, und mit lediglich 0,2 % (v/v) wurden die Zellen zudem keiner toxischen Menge an DMSO 
ausgesetzt. Die Präparate wurden in einer feuchten Kammer (ohne Deckgläschen!) für weitere 2 h bei 
30 °C inkubiert und anschließend im Hellfeld mikroskopiert (siehe 2.5). Die quantitative Auswertung 
des gerichteten Wachstums und der Zell-Zell-Kontakte zwischen den Keimlingen erfolgte wie oben 
angegeben. Zur Bestimmung der Keimlingsfusionen in Gegenwart von 1NM-PP1 wurden mak-1-
Stämme verwendet, in denen das WT-Gen bzw. die mutierte Variante mit gfp (GN6-11 bzw. GN6-12) 
oder dsRed (GN6-36 bzw. GN9-39) fusioniert waren. Analog zu der oben beschriebenen Vorgehens-
weise wurden die Zell-Zell-Fusionen zwischen den grün und rot fluoreszierenden Interaktionspartnern 
in Abhängigkeit von der Konzentration des Inhibitors quantitativ bestimmt. Die Stammlösung von 
100 mM 1NM-PP1 in DMSO und sämtliche Verdünnungen wurden bei 4 °C aufbewahrt. 
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Kontrolle der Genexpression durch den Kupfer-responsiven Promotor Ptcu-1 
Um die Expression von Genen, die für die Zell-Zell-Interaktionen essentiell sind, regulieren zu 
können, wurden Stämme konstruiert, in denen so, mak-1, ham-7 oder mak-2 unter der Kontrolle des 
durch Kupfer(II)-Ionen reprimierbaren Promotors Ptcu-1 gebracht wurden (siehe Abschnitt 3.2.11). 
Die Kultivierung solcher Stämme auf MM ohne Cu2+ erlaubt eine hohe Genexpression, während 
Ptcu-1 in Gegenwart dieser Ionen die Expression reprimiert (Lamb et al., 2013). Die für ein 
vermindertes Expressionsniveau geeigneten Mengen an Cu2+ wurden empirisch ermittelt. Die Stämme 
wurden sowohl in den Röhrchen der Vorkulturen als auch in den Petrischalen zur Untersuchung der 
Zell-Zell-Interaktionen der jeweils gleichen Konzentration an Cu2+ ausgesetzt, um ein reproduzier-
bares Verhalten erzielen zu können. Die Kulturen wurden wie zuvor beschrieben inkubiert und 
hinsichtlich des gerichteten Wachstums sowie der Ausprägung der Zell-Zell-Kontakte zwischen 
Keimlingen oder Hyphen analysiert. 
 
Hyphenfusionen 
Zur Analyse von Hyphenfusionen wurden Sporensuspensionen wie zuvor beschrieben hergestellt und 
verdünnt (ca. 103 bis 104 Sporen pro mL). Ein Tropfen von 5 µL Volumen dieser Suspension wurde 
dicht an den Rand einer MM-Platte platziert und trocknen gelassen. Die Platten wurden für etwa 
18 bis 22 h bei 30 °C im Dunkeln inkubiert. Aus dem inneren Bereich des Myzels wurde ein Agar-
block (ca. 1 bis 1,5 cm Kantenlänge) ausgeschnitten, auf einen Objektträger gesetzt, mit einem 
Tropfen von 10 µL ddH2O versehen und ein Deckgläschen darüber gelegt. Die mikroskopische Unter-
suchung (siehe 2.5) der Hyphen erfolgte je nach Bedarf mit Objektiven von 40-, 63- oder 100-facher 
Vergrößerung (jeweils Ölimmersion). 
Um die Rekrutierung von SO-GFP an die Septen von Hyphen zu untersuchen (siehe Abschnitt 3.2.12), 
wurden Myzelien wie gewohnt auf MM-Platten angezogen. Anschließend erfolgte zusätzlich eine 
Inkubation für 2 h bei RT und Licht. Aus den Kulturen wurden Agarblöcke entnommen, mit einem 
Skalpell senkrecht zur Wachstumsrichtung der Hyphen unter leichtem Druck angeschnitten und wie 
zuvor beschrieben vorbereitet. Die verletzten Hyphenkompartimente wurden licht- und fluoreszenz-
mikroskopisch mit einem 63x-Objektiv dokumentiert. Zur Quantifizierung der Rekrutierung von 
SO-GFP wurden pro Stamm dreimal ungefähr 50 Septen von geschnittenen Hyphen ausgewertet 
(die Fehler der Mittelwerte sind Standardabweichungen). 
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Färbung der Zellwand 
Die Färbung der Zellwände in Keimlingen und Hyphen erfolgte mit Calcofluor White (CFW), welches 
Chitin bindet und in verschiedenen Pilzspezies routinemäßig zur Darstellung der Zellwand verwendet 
wird (Berepiki et al., 2010; Curto et al., 2014; Roca & Weichert et al., 2012; Shoji et al., 2015). Dazu 
wurde eine Stammlösung von etwa 5 bis 15 mg/mL (w/v) CFW in DMSO angesetzt. Die Arbeits-
lösung wurde durch eine 1:100 Verdünnung dieser Stammlösung in ddH2O hergestellt. Auf einen 
Agarblock wurden 5 bis 10 µL der CFW-Arbeitslösung pipettiert, die Probe mit einem Deckgläschen 
versehen und mittels 100x-Objektiv und DAPI-Filter fluoreszenzmikroskopisch analysiert (siehe 2.5). 
 
Färbung der Zellmembran 
Die Färbung der Zellmembran erfolgte mit dem Lebendfarbstoff FM4-64 (Hickey et al., 2002). Als 
Stammlösung wurden zunächst 100 µg der Substanz in 1 mL sterilem ddH2O gelöst und Arbeits-
lösungen von 25 µM angesetzt. Sämtliche Lösungen wurden vor direktem Licht geschützt und 
bei -20 °C aufbewahrt. Präparate von Keimlingen oder Hyphen wurden wie oben beschrieben 
angefertigt, wobei die Zellen auf dem Agarblock mit ca. 10 µL der Arbeitslösung versehen wurden. 
Die fluoreszenzmikroskopische Analyse (siehe 2.5) der gefärbten Zellen erfolgte sofort unter 
Verwendung geeigneter Filter, welche die Beobachtung von rotem Emissionslicht erlaubten. 
 
Behandlung von Keimlingen mit Nystatin 
Die Keimlingsfusionen wurden zunächst wie oben beschrieben vorbereitet und durchgeführt. Auf 
einen Agarblock wurden danach 10 µL einer 160 µg/mL (w/v) Nystatin-Lösung (in 2 % (v/v) DMSO) 
gegeben. Die Keimlinge wurden sofort fluoreszenzmikroskopisch (siehe 2.5) hinsichtlich der 
Rekrutierung von SO-GFP analysiert. 
 
Behandlung von Keimlingen mit Fluconazol 
Um einen Effekt von Fluconazol (FLZ) auf das Verhalten der Keimlinge beobachten zu können, 
mussten sowohl die MM-Schrägagarröhrchen (die Vorkulturen) als auch die MM-Platten (die 
Hauptkulturen) mit dem Inhibitor versetzt werden. Die Vorkulturen wurden wie in 2.2.1 beschrieben 
angezogen, Sporensuspensionen davon vorbereitet und auf die Platten der Hauptkulturen, welche die 
gleiche Konzentration an FLZ (0, 2, 5, 10, 20 und 40 µg/mL in ddH2O; Stammlösung: 1 mg/mL in 
ddH2O) enthielten, verteilt. Die Hauptkulturen wurden wie zuvor beschrieben inkubiert und mittels 
Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskopie (siehe 2.5) untersucht. 
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Behandlung von Keimlingen mit H2O2 und Ascorbinsäure 
Basierend auf einer 9,79 M (30 %) Stammlösung von H2O2 (Lagerung bei -20 °C) wurde unmittelbar 
vor Gebrauch eine Verdünnung von 1 M H2O2 in sterilem ddH2O angesetzt. Ausgehend davon wurden 
MM-Platten mit Konzentrationen von 0,1 bis 2 mM H2O2 vorbereitet. Stammlösungen von 
2 M Ascorbinsäure und 1 M NaHCO3 (pH 5,8) wurden sterilfiltriert und dem autoklavierten MM 
unmittelbar vor Gebrauch in äquimolaren Mengen von 100 bis 300 mM zugesetzt. Die Kontrollansätze 
enthielten lediglich NaHCO3 in gleicher Konzentration. Die Untersuchung der Keimlingsinteraktionen 
erfolgte wie zuvor beschrieben. 
 
NBT-Färbung 
Die qualitative Detektion von Superoxid-Radikal-Anionen in Keimlingen erfolgte mit Hilfe von NBT 
(Munkres, 1990). Dazu wurden die Kulturen zunächst wie zuvor beschrieben angezogen. Auf einen 
Agarblock wurden 10 bis 20 µL einer 2,5 mM NBT-Färbelösung (gelöst in 5 mM MOPS, pH 7,6) 
gegeben und dieser für ca. 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die angefärbten Zellen wurden 
mittels Hellfeldmikroskopie (siehe 2.5) betrachtet. 
 
2.2.3 Bildung heterokaryotischer Stämme 
Um heterokaryotische Stämme zu bilden, die sowohl mit GFP als auch mit dsRED fusionierte Proteine 
exprimieren, wurden wie in 2.2.1 beschrieben Sporensuspensionen der Ausgangsstämme vorbereitet. 
Es wurden verschiedene Mischungen beider Suspensionen (1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5) angesetzt und in 
einem kleinen Volumen (ca. 100 µL) als Inokulum für frische MM-Schrägagarröhrchen verwendet. 
Die Sporen der resultierenden Heterokaryen wurden mittels Mikroskopie (siehe 2.5) bezüglich der 
Ausgewogenheit von grüner und roter Fluoreszenz überprüft. Geeignete heterokaryotische Stämme 
wurden als Glycerin-Dauerkulturen aufbewahrt (siehe 2.4) und zur Untersuchung der Keimlings-
interaktionen eingesetzt (siehe 2.2.2). 
 
2.2.4 Untersuchung der Stresstoleranz von N. crassa-Stämmen 
Die Bestimmung der Sensitivität von Stämmen gegenüber chemischen und physikalischen 
Stressfaktoren erfolgte auf Platten mit Sorbose-reichem („BDES“-) Medium (Tatum et al., 1949). 
Folgende Agenzien wurden dem handwarmen, noch flüssigen Medium nach dem Autoklavieren 
zugegeben: CFW (10 µg/mL; Stammlösung: 7 mg/mL in DMSO), FLZ (2, 5, 10, 20 und 40 µg/mL; 
Stammlösung: 1 mg/mL in ddH2O), H2O2 (0,5, 1,0 und 1,5 mM; Stammlösung: 30 % (v/v) = 9,79 M in 
Wasser) sowie Ascorbat und NaHCO3 (jeweils 100 und 300 mM). Die Kontrollplatten enthielten keine 
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Additive oder wurden lediglich mit einer entsprechend verdünnten DMSO-Lösung bzw. dem 
NaHCO3-Puffer versetzt. Die zu untersuchenden Stämme wurden zunächst wie zuvor beschrieben auf 
MM-Röhrchen angezogen (bei den Versuchen mit FLZ zusätzlich mit dem Inhibitor) und gefilterte 
Sporensuspensionen davon hergestellt (siehe 2.2.1). Daraus wurden serielle Verdünnungen mit Titern 
von 2 x 107 bis 2 x 103 Konidien pro mL vorbereitet. Auf die gut vorgetrockneten BDES-Platten 
wurden der Reihe nach jeweils Tropfen mit einem Volumen von 5 µL aufgetragen, um pro Stamm 105 
bis 101 Konidien als Inokulum vorzulegen. Die Platten wurden in der Regel für 2 bis 3 d bei 30 °C 
inkubiert und die Ergebnisse anschließend fotographisch dokumentiert. Die Ansätze mit FLZ wurden 
zusätzlich bei 39 °C inkubiert, um Stress in Form eines milden Hitzeschocks zu bewirken. 
 
2.2.5 Kultivierung und Analyse von sexuellen Vermehrungsstrukturen von 
N. crassa 
Kreuzungen und Isolation von Nachkommen 
Zur geschlechtlichen Vermehrung von N. crassa-Stämmen wurde Westergaard´s Medium (WG) 
verwendet (Westergaard & Mitchell, 1947). Petrischalen mit ca. 20 mL WG wurden im Zentrum der 
Platten mit Sporen von Stämmen beimpft, die zuvor in MM-Schrägagarröhrchen angezogen worden 
waren (siehe 2.2.1). Die WG-Platten wurden in einem 26 °C-Inkubator kultiviert, welcher über eine 
Halogenlampe einen Beleuchtungsrhythmus in 12 h-Intervallen gewährleistete. 5 bis 8 Tage nach 
Beimpfung hatte der weibliche Kreuzungspartner eine große Zahl an Protoperithezien gebildet. Zur 
Befruchtung mit einem männlichen Stamm des entgegengesetzten Paarungstyps, der zuvor auf MM-
Schrägagarröhrchen kultiviert worden war, wurden von diesem ca. 300 µL einer ungefilterten 
Sporensuspension vorbereitet und mit einer Pipettenspitze gleichmäßig auf der WG-Platte verteilt. 
Etwa 7 Tage nach Befruchtung begannen die reifen Perithezien Ascosporen an den Deckel der 
Petrischale zu schleudern. Die Ascosporen wurden etwa 14 bis 21 Tage nach Befruchtung in 500 µL 
sterilem ddH2O aufgenommen und in einem Reaktionsgefäß im Dunkeln bei RT aufbewahrt. 
Zur Aktivierung der Ascosporen wurden Aliquote von 20 µL für 15 bis 25 min bei 59 °C inkubiert. 
Etwa 0,5 bis 1,5 µL der Sporensuspension wurden in 100 µL sterilem ddH2O aufgenommen und mit 
Hilfe von Plattierungsperlen auf einer MM- oder BDES-Platte verteilt. Den Medien wurden in 
Abhängigkeit vom Kreuzungsansatz Histidin und/oder Hygromycin zugegeben. Die Wahl zwischen 
MM oder BDES richtete sich nach den an der Kreuzung beteiligten Mutationen. Aufgrund ihrer 
Sensitivität gegenüber BDES (Weichert, 2011) wurden Ascosporen, die eine oder mehrere Deletionen 
von Genen der Ergosterol-Biosynthese besitzen könnten, grundsätzlich auf MM ausplattiert. Bei 
anderen Mutationen wurde im Zweifelsfall MM gewählt, während Ascosporen mit einem WT-
Hintergrund problemlos auf BDES angezogen werden konnten. Die Platten wurden über Nacht bei RT 
(MM) oder 30 °C (BDES) inkubiert. Am Stereomikroskop wurden mit Hilfe einer Impflanzette 
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aseptisch kleine Agarblöcke aus den Platten geschnitten, auf denen sich einzelne gekeimte Ascosporen 
befanden. Die Keimlinge wurden in MM-Schrägagarröhrchen (bei Bedarf mit Histidin) überführt und 
wie gewohnt kultiviert. 
Um unter den Nachkommen diejenigen zu identifizieren, die den gewünschten Genotyp besitzen, 
wurde eine Reihe von Analysen vorgenommen. Neben dem makroskopischen Phänotyp in MM-
Schrägagarröhrchen wurde vor allem die Resistenz der Nachkommen gegenüber Antibiotika 
(Hygromycin, Stammlösung von 50 mg/mL, oder Phosphinothricin, Stammlösung von 100 mg/mL) 
überprüft, um auf das Vorhandensein einer Resistenzkassette in Folge einer Gen-Ausschaltung 
schließen zu können. Dazu wurden schwach orangefarbene Sporensuspensionen auf BDES-Platten mit 
bzw. ohne das Antibiotikum getropft und für 2 bis 3 d bei 30 °C inkubiert. Um auf Phosphinothricin-
Resistenz testen zu können, war es erforderlich, L-Prolin anstelle von NH4NO3 als Stickstoffquelle in 
der Vogel´s Stammlösung zu verwenden (Tab. 2.1.8) Die Auxotrophie für Histidin wurde ebenfalls 
über einen Tropftest auf BDES-Platten mit bzw. ohne die Zugabe der Aminosäure ermittelt. Um 
festzustellen, ob die Nachkommen grün oder rot fluoreszierende (Fusions-)Proteine exprimieren, 
wurden mikroskopische Präparate von vegetativen Sporen oder Hyphen vorbereitet und mittels 
Fluoreszenzmikroskopie analysiert (siehe 2.5). Zur Bestimmung des Paarungstyps wurden die 
Nachkommen auf WG-Platten getropft, auf welchen die Teststämme N1-01 (mat A) bzw. N1-02 
(mat a) bereits Protoperithezien gebildet hatten. Das Heranreifen von Perithezien deutete dabei auf den 
entgegengesetzt vorhandenen Paarungstyp mat a bzw. mat A hin. Neben diesen phänotypischen 
Kriterien wurden die Nachkommen zudem mittels diagnostischer PCR genotypisiert (siehe 2.6.2). 
Dazu wurden je nach Fragestellung Kombinationen von Oligonukleotiden verwendet, die das 
Vorhandensein von nativen Gen-Loci oder Gen-Ausschaltungen sowie Gen-Integrationen am his-3-
Locus aufzeigen (Tab. 2.1.3). 
 
Kreuzungen mit dem Helfer-Stamm 
Wurde ein für Histidin auxotropher Stamm als weiblicher Kreuzungspartner eingesetzt, wurde auf die 
Zugabe von Histidin zum WG-Medium verzichtet, da es die Entwicklung der Fruchtkörper stören 
kann. Stattdessen wurde solch eine Mutante direkt auf den WG-Agarplatten in Form eines Hetero-
karyons mit dem sogenannten Helfer-Stamm (N2-40), der auxotroph für Adenin ist, kultiviert 
(Perkins, 1984). Ausgehend von Vorkulturen auf MM-Schrägagarröhrchen mit den entsprechenden 
Additiven wurden dazu zunächst ungefilterte Sporensuspensionen beider Stämme vorbereitet und zu 
gleichen Teilen miteinander vermischt. Die WG-Platten wurden mit 10 µL dieser Suspension beimpft, 
wie gewohnt kultiviert und anschließend mit dem männlichen Kreuzungspartner befruchtet. Da der 
Helfer-Stamm einen inaktiven mat-Locus besitzt, wird er seine Zellkerne nicht an die Nachkommen 
der Kreuzung weitergeben (Perkins, 1984). Darüber hinaus wurden Kreuzungsansätze mit dem Helfer-
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Stamm vorgenommen, um zu testen, ob die gestörte Fertilität einer Deletionsmutante (mit zusätzlicher 
his-3-Mutation) in solch einem Heterokaryon kompensiert werden kann (siehe Abschnitt 3.4). 
 
Untersuchung der Zell-Zell-Fusionen zwischen Trichogynen und Mikrokonidien 
Zur Untersuchung der Zell-Zell-Fusionen zwischen Trichogynen und Mikrokonidien (Bistis, 1983; 
Fleissner et al., 2005; Fleissner et al., 2009b) wurden die weiblichen und männlichen Kreuzungs-
partner zunächst getrennt voneinander angezogen. Zur Vorbereitung der Trichogynen wurden 
1,5 % (w/v) Wasseragar-Platten (Bacto-Agar) mit Sporen des weiblichen Kreuzungspartners beimpft, 
für 3 d bei RT in einem mit feuchten Tüchern ausgekleideten Behälter inkubiert und danach für 
weitere 3 bis 5 d bei RT auf einem Laborregal gehalten, bis sich Dutzende von Protoperithezien 
gebildet hatten. Anschließend wurden 5 mL geschmolzenen Wasseragars (2 % (w/v), Bacto-Agar) in 
frische Petrischalen gegeben, nach dem Erstarren mit einer Impflanzette aseptisch in quadratische 
Scheiben von ca. 1 cm Kantenlänge geschnitten und auf Gruppen von 5 bis 20 Protoperithezien 
platziert. Als männliche Kreuzungspartner wurden Mikrokonidien von Stämmen eingesetzt, welche 
mit GFP fusioniertes Histon H1 exprimieren, sodass deren einzige Zellkerne grün fluoreszierend 
erscheinen. Um Mikrokonidien zu erhalten, wurden 1,5 % (w/v) Wasseragar-Platten (Bacto-Agar oder 
Agar-Agar) mit einer geringen Menge an Sporen von einer MM-Vorkultur beimpft und in gleicher 
Weise wie die Ansätze der Protoperithezien inkubiert, mit dem Unterschied, dass die Bildung dieser 
Konidien etwa zwei Wochen beanspruchte. Die Mikrokonidien wurden mit 2 mL sterilem ddH2O von 
der Platte geerntet und über einen Filter mit 5 µm Porendurchmesser (Millex-SV, Millipore) von den 
Makrokonidien getrennt. Nach Zentrifugation für 5 min bei 13000 rpm wurde das Sporenpellet in 
einem Volumen von 50 bis 200 µL Wasser aufgenommen. Anschließend wurden drei bis fünf Tropfen 
à 0,5 µL mit jeweils 100 bis 200 Mikrokonidien auf jede Agarscheibe pipettiert. Nach Inkubation für 
24 und 48 h bei RT wurden die Ansätze mittels Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskopie 
(40x-Objektiv/0.75 Plan-Neofluar) untersucht (siehe 2.5). Das Verschwinden der Kernfluoreszenz in 
den männlichen Zellen, die von Trichogynen berührt worden waren, wurde als erfolgreiche Zell-Zell-
Fusion gewertet. 
 
Untersuchung der Fruchtkörper-Entwicklung und der Fertilität der Kreuzungen 
Um die Auswirkungen von Mutationen auf die phänotypische Ausprägung der Fruchtkörper zu 
beschreiben, wurden stereomikroskopische Aufnahmen von den Kreuzungsansätzen angefertigt 
(siehe 2.5). Dazu wurden die WG-Platten ohne Deckel entweder horizontal oder, vor allem zur 
verbesserten Darstellung der Perithezien, in einem Winkel von etwa 45° auf den Tisch des 
Stereomikroskops platziert. Zur Anfertigung von Quetschpräparaten der Asci-Rosetten wurden etwa 
7 bis 14 Tage nach Befruchtung vereinzelte Perithezien mit einer Impflanzette von den WG-Platten 
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gelöst, auf einem Objektträger in einem Tropfen Wasser gesammelt und mit einem Deckgläschen 
bedeckt. Unter pulsartigem Druck des Zeigefingers wurde das Präparat vorsichtig zusammengedrückt, 
wobei oftmals ein feines Knacken zu vernehmen war. Das Deckgläschen wurde anschließend wieder 
vorsichtig entfernt. Mit der Impflanzette wurden die Hüllen der Perithezien von den herausgelösten 
Asci-Rosetten getrennt. Die Asci-Rosetten wurden anschließend vorsichtig mit einem frischen 
Deckgläschen bedeckt und mikroskopiert. Um die Fertilität der Kreuzungsansätze miteinander 
vergleichen zu können, wurden etwa vier Wochen nach Befruchtung die an die Deckel der 
Petrischalen geschleuderten Ascosporen in einem Volumen von jeweils 2 mL Wasser aufgenommen 
und in Reaktionsgefäße überführt. Die Ansätze wurden fotographisch dokumentiert. 
 
2.3 Methoden zur Kultivierung und Analyse von B. cinerea 
2.3.1 Vegetative Vermehrung von B. cinerea 
Zur vegetativen Vermehrung von B. cinerea wurden die Stämme auf MM-Medium in kleinen Petri-
Schalen (Ø 5,5 cm) oder Schrägagarröhrchen angezogen. Die Platten wurden im Zentrum aseptisch 
mit einem kleinen Sporenbüschel der Vorkultur oder wenigen Mikrolitern der Glycerin-Dauerkultur 
beimpft und unter einer Schwarzlichtlampe (12 h Belichtungsintervalle) bei RT inkubiert, bis die 
Kulturen eine ausreichende Menge an Konidien gebildet hatten (ca. ein bis zwei Wochen). 
 
2.3.2 Untersuchung der Keimlingsfusionen von B. cinerea 
Zur Untersuchung der Keimlingsfusionen von B. cinerea wurden zunächst Sporensuspensionen von 
einer Woche alten Vorkulturen auf MM angefertigt. Die Sporen wurden mit etwa 2 mL sterilem 
ddH2O abgeerntet und aseptisch über eine mit Cheesecloth ausgestopfte Pipettenspitze oder, bei 
größeren Volumina, über einen damit ausgekleideten Trichter filtriert. Der Sporentiter wurde auf 
107 Konidien pro mL eingestellt. 300 µL der Sporensuspension wurden auf MM in Petri-Schalen ohne 
Nocken (Ø 8,5 cm) ausgestrichen und im Dunkeln für 13 bis 18 h bei 21 °C inkubiert. Agarblöcke von 
ca. 1 cm Kantenlänge wurden ausgeschnitten und mittels Hellfeld- und/oder Fluoreszenzmikroskopie 
(siehe 2.5) analysiert. Die Bestimmung der Anzahl von Keimlingen, die Zell-Zell-Kontakte 
ausgebildet hatten, erfolgte direkt am Mikroskop mit einem 63x-Objektiv. Um die verschiedenen 
Kultivierungsbedingungen miteinander vergleichen zu können, wurde zusätzlich die Sporenkeimung 
quantitativ bestimmt, indem mit dem 40x-Objektiv Aufnahmen von zufälligen Bereichen der 
Population erstellt und mit Hilfe von „ImageJ“ ausgewertet wurden. Die Vorbereitung der Medien mit 
H2O2 und Ascorbinsäure, die Färbung von Zellwänden mittels CFW sowie die Visualisierung von 
ROS durch NBT erfolgten wie zuvor beschrieben (siehe 2.2.2). 
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Untersuchung der Keimlingsfusionen auf Zwiebelepidermis 
Von der Knolle einer handelsüblichen Gemüsezwiebel wurden einzelne Epidermis-Lagen vorsichtig 
mit einer Pinzette abgezogen, für 1,5 h bei 70 °C in ddH2O inkubiert und zweimal mit ddH2O 
gewaschen. Einzelne Epidermen wurden mit ihrer hydrophoben Seite nach oben zeigend auf MM-
Agarplatten ausgelegt und vorsichtig mit einem Drigalski-Spatel glattgestrichen. Sporensuspensionen 
mit einem Titer von 2 x 106 Konidien pro mL wurden in Tropfen von 2 bis 5 µL auf die Epidermen 
pipettiert. Nach kurzem Trocknen wurden die Platten wie oben beschrieben inkubiert und analysiert. 
Um Hyphen, die auf oder unterhalb der Pflanzenoberfläche wuchsen, voneinander unterscheiden zu 
können, wurde die Zwiebelepidermen jeweils mit 1 µL einer Lactophenol-Blau-Lösung beträufelt, mit 
einem Deckgläschen bedeckt und sofort mikroskopiert. 
 
Keimlingsinteraktionen zwischen B. cinerea und N. crassa 
Zunächst wurden Keimlinge vom B. cinerea-Stamm B05.10 wie oben beschrieben auf MM-Platten im 
Dunkeln für 15 h bei 21 °C angezogen. Anschließend wurden 200 bis 300 µL einer leicht orange-
farbenen Sporensuspension der N. crassa-Stämme N3-06, N1-41 oder N1-20 mit einer Pipettenspitze 
vorsichtig über die Kultur von B. cinerea verteilt. Nach weiteren 5 bis 6 h Inkubation im Dunkeln bei 
21 °C wurden die Ansätze mittels Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskopie (siehe 2.5) hinsichtlich 
gemischter Keimlingspaare untersucht. 
 
2.4 Herstellung von Dauerkulturen und Lagerung von Stämmen 
Dauerkulturen von N. crassa und B. cinerea wurden in 20 % (w/v) Glycerin angelegt und bei -80 °C 
aufbewahrt. Dazu wurden die Stämme wie in 2.2.1 bzw. 2.3.1 beschrieben angezogen, Sporen-
suspensionen in sterilem ddH2O hergestellt und in einem Volumen von 1 mL mit einer Stammlösung 
von 40 % (w/v) Glycerin vermischt. Alternativ wurden Neurospora-Stämme in Form von Silica Stocks 
gelagert. Dazu wurden Glasröhrchen inklusive Schraubverschluss mit Kieselgel befüllt und für 12 h 
bei 160 °C sterilisiert. Die Sporensuspensionen wurden mit einer sterilen Lösung von 7 % (w/v) 
Milchpulver in ddH2O hergestellt und zu den Silikatkristallen gegeben. Die Gefäße wurden auf Eis 
abgekühlt und bis zur endgültigen Lagerung bei 4 °C mit leicht aufgedrehtem Schraubverschluss für 
eine Woche bei RT getrocknet. 
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2.5 Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskopie 
Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahmen 
Zur Anfertigung von Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahmen wurden Präparate von Keimlingen bzw. 
Hyphen wie in 2.2.2 bzw. 2.3.2 beschrieben angefertigt und im Allgemeinen mit einem „Zeiss 
Axiophot 2“-Mikroskop betrachtet, welches mit einer Quecksilberdampflampe ausgestattet war. Es 
standen Objektive mit 40-, 63- und 100-facher Vergrößerung zur Verfügung (Tab. 2.1.9). Hellfeld-
Bilder wurden unter einer Differential-Interferenz-Kontrast-Optik (DIC) angefertigt. Für Fluoreszenz-
aufnahmen wurden Filter verwendet, die die Detektion grüner bzw. roter Fluoreszenz ermöglichten. 
Ein DAPI-Filter zur Visualisierung der durch CFW angefärbten Zellwände war ebenfalls vorhanden. 
Die Bilder wurden mittels einer „pixelfly 270 XS (pmc)“-Kamera und dem Steuerprogramm 
„4-D MICROSCOPE FLMV1.1“ erstellt. An diesem Mikroskop wurden in erster Linie Hellfeld-
Bilder und Fluoreszenzaufnahmen mit intensiven Signalen angefertigt sowie quantitative Versuchs-
reihen vorgenommen. 
Alternativ wurde ein „Zeiss Axioplan 2 imaging“-Mikroskop benutzt, welches mit einer DIC-Optik, 
Leuchtdioden als Lichtquellen für das Anregungslicht, einem Filterblock zur Detektion grüner bzw. 
roter Fluoreszenz sowie einem 100x-Objektiv ausgestattet war (Tab. 2.1.9). Die Aufnahme der Bilder 
erfolgte hierbei mit einer „sensicam (pco.)“-Kamera und dem Steuerprogramm „CAENOTEC 
4-D MICROSCOPE M5V1.4“. Dieses Mikroskop eignete sich vor allem für schwache Fluoreszenz-
signale und die Erstellung von Bilderstapeln (n = 10), welche über die Software „Huygens essential“ 
(Scientific Volume Imaging, SVI) mittels Dekonvolution bearbeitet werden konnten. 
 
Filmaufnahmen 
Die Erstellung von Bildern für Filmsequenzen erfolgte am Mikroskop „Zeiss Axioplan 2 imaging“. 
Die Kultivierung der N. crassa-Keimlinge wurde zunächst wie in 2.2.2 vorgenommen. Jedoch wurde 
zur Vorbereitung der Präparate ein spezieller Objektträger konstruiert (Abb. 2.5.1), mit welchem das 
übliche Schrumpfen des Agarblocks während der Mikroskopie, welches den Verlust der 
Fokussierungsebene bewirkt, umgangen werden kann. Der Agarblock wurde in diesen Objektträger 
durch leichtes Andrücken hängend angebracht und wie gewohnt mit einem 100x-Objetiv 
mikroskopiert. Für Hellfeld-Filme wurden mit dem Programm „CAENOTEC 
4-D MICROSCOPE M5V1.4“, welches über eine „AUTOFOCUS“-Funktion verfügt, im Abstand von 
60 s Stapelaufnahmen mit jeweils zehn Bildern angefertigt. Die Erstellung von Filmen im 
Fluoreszenzkanal erfolgte mit dem Steuerprogramm „Toggle Martin“ (CAENOTEC 
4-D MICROSCOPE, Improved Focus and Toggled DIC_GFP Record). Dabei wurden jede Minute 
sowohl im DIC- als auch im GFP-Kanal Stapel von jeweils sechs Bildern aufgenommen, wobei die 
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Autofokussierung im Hellfeld erfolgte. Die anschließende Bearbeitung aller Bilderstapel erfolgte mit 
Hilfe der Software „ImageJ“. Dabei wurde für jeden Zeitpunkt die Aufnahme mit bestmöglicher 
Fokussierung ausgewählt. Falls nötig wurden die Fluoreszenzbilder zusätzlich mit der Software 
„Huygens essential“ (Scientific Volume Imaging, SVI) dekonvuliert. 
 
 
Abb. 2.5.1: Schematische Darstellung eines Objektträgers für Filmaufnahmen von auf Festmedium 
ausplattierten Zellen. 
Es wurde ein Objektträger entwickelt, der an einem aufrechten Mikroskop die stabile Erstellung von Bilderserien 
mit Zellen, die auf Agarplatten kultiviert werden, gestattet. Die einzelnen Glasscheiben (Objektträger und 
Deckglas) wurden fest miteinander verklebt. Der Agarblock wird von unten unter leichtem Druck an das 
Deckglas angeheftet. Die Zellen zeigen dabei nach oben. Der Objektträger kann mit 80 % (w/v) EtOH gereinigt 
und mehrmals wiederverwendet werden. 
 
Stereomikroskopische Aufnahmen 
Die Analyse von Fruchtkörpern erfolgte mit Hilfe eines Leica M60 Stereomikroskops, welches mit 
einer DFC295-Kamera verbunden war (Tab. 2.1.9). Die Aufnahmen wurden mit dem Programm 
„Leica Application Suite“ (Leica) erstellt. Zudem wurden mit Hilfe des Stereomikroskops keimende 
Ascosporen (siehe 2.2.5) bzw. Makrokonidien (siehe 2.6.7) isoliert. 
 
2.6 Molekularbiologische Methoden 
2.6.1 Extraktion genomischer DNA aus N. crassa 
Sporen der zu untersuchenden Stämme wurden mit einem sterilen Holzstäbchen aseptisch in 
Reagenzgläser mit 5 mL MM (ohne Agar-Agar) transferiert und für ca. 16 bis 20 h bei 30 °C und 
100 rpm geschüttelt. Eine kleine Menge des Myzels wurde in ein 2 mL Reaktionsgefäß mit 
Schraubdeckel, dessen Konus mit Glaskügelchen befüllt worden war, überführt und mit 800 µL DNA-
Extraktionspuffer inklusive 8 µL β-Mercaptoethanol versetzt. Alternativ konnte auch ein größeres 
Sporenbüschel aus einer Schrägagarröhrchen-Kultur direkt in das Reaktionsgefäß gegeben werden. In 
einem Zellaufschlussgerät wurden die verschlossenen Gefäße 3 x 20 s bei 6500 m/s (maximale 
Intensität) geschüttelt. Nach Zentrifugation für 5 min bei 13000 rpm wurden die Proben mit 500 µL 
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einer Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Lösung (25:24:1) versetzt, kurz am Vortexer gemischt und 
erneut zentrifugiert. 500 µL der oberen wässrigen Phase wurden in ein frisches 1,5 mL Reaktionsgefäß 
überführt, mit 50 µL einer 3 M Natriumacetat-Lösung (pH 6,3) sowie 1000 µL vergälltem Ethanol 
(eiskalt) versetzt, vorsichtig geschwenkt und für 10 min bei 16000 rpm zentrifugiert. Die Überstände 
der Proben wurden verworfen und die Pellets mit 70 % (v/v) EtOH gewaschen. Nach erneuter 
Zentrifugation wurden die Überstände abgegossen, die Pellets getrocknet und je nach Größe in 30 bis 
90 µL TE + RNase-Puffer aufgenommen. Die gDNA-Proben wurden bei 4 °C gelagert. 
 
2.6.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Zur spezifischen Amplifikation von DNA-Fragmenten wurde je nach Fragestellung zwischen zwei 
unterschiedlichen PCR-Ansätzen gewählt (Tab. 2.6.1). Zum einen wurden diagnostische PCR-
Analysen mit der DreamTaq-DNA-Polymerase vorgenommen, um den Genotyp eines Stammes zu 
identifizieren. Zum anderen wurde im Rahmen von Klonierungen sowie für die Sequenzierung von 
Nukleotid-Sequenzen die Phusion-DNA-Polymerase zur PCR-Amplifikation verwendet, da dieses 
Enzym über eine Proofreading-Funktion verfügt. 
 
Tab. 2.6.1: PCR-Ansätze. 
Komponente/ 
PCR-Schritt 
DreamTaq-
Polymerase 
Phusion- 
Polymerase 
ddH2O 7,25 µL   32,8 µL   
Puffer 1 µLa   10,0 µLb   
dNTPs (10 mM) 0,2 µL   1,0 µL   
Forward-Primer (10 µM) 0,5 µL   2,5 µL   
Reverse-Primer (10 µM) 0,5 µL   2,5 µL   
DNA-Polymerase 0,05 µL   0,2 µL   
Template-DNA 0,5 µL   1,0 µL   
Σ 10 µL   50 µL   
  Vorheizen 95 °C 1 min 98 °C 2 min 
35 x 
Denaturierung 95 °C 30 s 98 °C 15 s 
Annealing 60 - 68 °C 30 s 60 - 68 °C 15 s 
Elongation 72 °C 1 min/1 kb 72 °C 1 min/2 kb 
  finale Elongation 72 °C 5 min 72 °C 5 min 
  Kühlung 4 °C ∞ 4 °C ∞ 
a: 10x DreamTaq-Puffer, b: 5x Phusion-Puffer (HF oder GC) 
 
2.6.3 Agarose-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung von DNA-Molekülen anhand ihrer Größe bzw. Nukleotid-Länge erfolgte 
elektrophoretisch in Gelen, die aus 0,8 % (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer bestanden. 300 mL einer 
aufgekochten Agarose-Lösung wurden dazu mit 10 µL einer Ethidiumbromid-Lösung (5 mg/mL) 
versetzt, in Gelträger gegossen, mit einem Kamm versehen und bis zum Erstarren bei RT abgekühlt. 
Die Taschen der Gele wurden je nach Zweck mit 2 bis 50 µL der DNA-Lösungen (PCR-Ansatz, 
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Restriktionsverdau, DNA-Aufreinigung), welche Ladepuffer enthielten, beladen. Als Größenstandard 
wurden je nach Bedarf 1 bis 3 µL des Markers „GeneRuler 1 kb DNA Ladder“ (Thermo Scientific) 
eingesetzt. Die Gele wurden bei einer Spannung von 100 bis 150 V für ca. 30 bis 60 min gefahren und 
anschließend unter UV-Licht an einem Gerät zur Gel-Dokumentation fotographisch ausgewertet. 
 
2.6.4 Klonierung von Plasmiden 
Die im Rahmen dieser Arbeit erstellten Plasmide basieren im Allgemeinen auf den Vektoren pMF272 
(Freitag et al., 2004) bzw. pMF334 (Freitag & Selker, 2001; Tab. 2.1.2 & Abb. 2.6.1). Diese beiden 
Ausgangsplasmide verfügen zum einen jeweils über den ccg-1-Promotor aus N. crassa (McNally & 
Free, 1988), der die Expression des sgfp- bzw. dsRed-Gens kontrolliert, zum anderen enthalten sie 
Bereiche des his-3-Gens zur homologen Integration der Plasmide an den mutierten his-3-Locus (Allel 
1-234-723) von Histidin-auxotrophen Empfängerstämmen (Aramayo & Metzenberg, 1996a; Margolin 
et al., 1997). Zwischen der Pccg-1- und der sgfp-Sequenz bzw. nach dem dsRed-Gen befinden sich 
zudem Polylinker-Regionen (Multiple cloning sites, MCS) für die Integration gewünschter Nukleotid-
Sequenzen. Weitere Restriktionsschnittstellen ermöglichen einen Austausch des Promotors oder das 
Entfernen des sgfp- oder dsRed-Gens. 
Gene von Interesse, die in pMF272, pMF334 oder Abkömmlinge davon eingebracht werden sollten, 
wurden unter Verwendung geeigneter Oligonukleotide (Tab. 2.1.3) mittels PCR aus Template-DNA 
amplifiziert (siehe 2.6.2) und anschließend mit standardisierten Kits nach Angaben der Hersteller 
aufgereinigt. Die Amplifikate wurden in einem Volumen von 50 µL mit jeweils 1 µL der benötigten 
Restriktionsenzyme und 5 µL des FastDigest-Puffers für 2 h bei 37 °C geschnitten. Von den 
Plasmiden wurden etwa 0,5 bis 1 µg in Ansätzen von 10 µL Volumen verdaut. Nach erneuter 
Aufreinigung der Fragmente wurden 7,5 µL des Amplifikats und 1 µL des linearisierten Vektors mit 
1 µL eines 10x Ligase-Puffers (Thermo Scientific) und 0,5 µL der T4-DNA-Ligase für 2 bis 3 h bei 
RT inkubiert. Die Ligationen wurden anschließend für 10 min bei 65 °C abgestoppt. 
Eine Mischung von 50 µL elektrokompetenter E. coli XL1-Blue-Zellen und 1 µL des jeweiligen 
Ligationsansatzes wurde in Elektroporations-Küvetten mit 2 mm Spaltbreite pipettiert und kurzzeitig 
2,3 kV, 200 Ω und 25 µF ausgesetzt. Der gesamte Ansatz wurde in 1 mL LB-Medium aufgenommen, 
mit einer sterilen Pasteur-Pipette in ein Reagenzglas überführt und für 1 h bei 37 °C und 100 rpm 
inkubiert. Anschließend wurden 100 µL der Zellen auf eine LB-Agarplatte mit 100 µg/mL Ampicillin 
mit Hilfe von Glasperlen verteilt. Die restlichen Zellen wurden durch Zentrifugation pelletiert und 
ebenfalls in einem Volumen von 100 µL ausplattiert. Die Platten wurden über Nacht bei 37 °C 
kultiviert. 
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Abb. 2.6.1: Schematische Darstellung der Vektoren pMF272 und pMF334 zur homologen Integration am 
his-3-Locus von N. crassa. 
Die Darstellung der Vektoren erfolgte mit der Software „SeqBuilder“ (Lasergene DNASTAR). 
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Für die Präparation von Plasmid-DNA wurden pro Ansatz zehn Bakterienkolonien jeweils in Reagenz-
gläsern mit 5 mL LB-Medium inklusive Ampicillin schüttelnd über Nacht bei 37 °C inkubiert. Ein 
Volumen von jeweils 1,5 mL wurde in ein Reaktionsgefäß überführt und zuerst für 30 s und danach 
für 10 s bei 13000 rpm zentrifugiert, wobei die Überstände jeweils verworfen wurden. Die Zellpellets 
wurden mit jeweils 100 µL an Lösung I versetzt, durch Vortexen kräftig gemischt und für 5 min auf 
Eis gehalten. Anschließend wurden jeweils 200 µL frisch angesetzter Lösung II dazugeben. Nach 
vorsichtigem Schwenken der Mischungen wurde diese für mindestens 5 min erneut gekühlt. 
Schließlich wurden die Ansätze mit 150 µL an Lösung III versetzt und nach vorsichtigem Mischen 
wiederum auf Eis gehalten. Nach einer Zentrifugation für 15 min bei 16000 rpm und 14 °C wurden die 
Überstände in frische 1,5 mL-Reaktionsgefäße überführt, mit 1000 µL an eiskaltem EtOH vermischt 
und erneut für 15 min zentrifugiert. Die Pellets wurden jeweils mit 500 µL an 70 % (v/v) EtOH 
gewaschen, nach erneuter Zentrifugation für 5 min bei 13000 rpm getrocknet und schließlich in 50 µL 
TE-Puffer mit RNase resuspendiert. Die Plasmid-DNA wurde mittels geeigneter Restriktionsenzyme 
auf die zu erwarteten Fragmentmuster überprüft. Positive Klone wurden zudem sequenziert und bis 
zur Transformation in N. crassa bei -20 °C aufbewahrt. 
 
Komplementierung von Δerg-2 
Für die Komplementierung von Δerg-2 wurden Plasmide konstruiert, in denen das Gen erg-2 
(NCU01333.4) unter der Kontrolle des Promotors Pccg-1 am 5´- bzw. 3´-Ende mit gfp fusioniert 
wurde. Zur Konstruktion von Pccg-1-gfp-erg-2 wurde erg-2 inklusive seiner Terminator-Region über 
PCR (siehe 2.6.2) mit den Primern 709 und 710 amplifiziert, das 3467 bp große Fragment mit den 
Restriktionsenzymen BglII und XbaI geschnitten und in den mit BglII und XbaI verdauten Vektor 
Nr. 18 (pMF334-gfp) ligiert. Das Konstrukt Pccg-1-erg-2-gfp wurde über PCR-Amplifikation von 
erg-2 mit den Primern 62 und 68, Restriktionsverdau des 2333 bp großen Fragments mit XbaI und 
PacI und anschließender Ligation in den mit XbaI und PacI geschnittenen Vektor Nr. 2 (pMF272) 
erhalten. Die resultierenden Plasmide Nr. 404 bzw. Nr. 352 wurden in eine für Histidin auxotrophe 
Δerg-2-Mutante (N2-45) transformiert (siehe 2.6.6). Primärtransformanten mit GFP-Fluoreszenz 
(MW_341 bzw. MW_258 und MW_528) wurden über Kreuzungen (siehe 2.2.5) zu homokaryotischen 
Stämmen aufgereinigt. Die resultierenden Stämme MW_545 bzw. MW_549 wurden mittels 
Fluoreszenzmikroskopie (siehe 2.5) und PCR-Analyse überprüft. 
 
Konstruktion von Pccg-1-dsRed-mak-1 und Pccg-1-dsRed-mak-1E104G 
Um Pccg-1-dsRed-mak-1 zu konstruieren, wurde das mak-1-Gen (NCU09842.7) mit den Primern 1142 
und 1143 mittels PCR (siehe 2.6.2) aus gDNA eines WT-Stamms (N1-01) amplifiziert. Der Vektor 
Nr. 510, der eine Punktmutation im ORF von mak-1 aufweist, welche zur Expression der ATP-
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Analog-sensitiven Variante MAK-1E104G führt (Müller, 2014), diente in analoger Weise als Template 
für eine PCR mit den gleichen Oligonukleotiden. Die Amplifikate wurden jeweils über die 
Restriktionsschnittstellen von AscI und XbaI in das Plasmid Nr. 3 (pMF334) eingebracht. Die 
resultierenden Vektoren Nr. 579 bzw. Nr. 582 wurden in die Δmak-1-Mutante MW_486 transformiert 
(siehe 2.6.6). Primärtransformanten wurden über Einzelsporisolationen (siehe 2.6.7) oder Kreuzungen 
(siehe 2.2.5) zu Homokaryen aufgereinigt und mittels PCR überprüft. 
 
Klonierung von Pccg-1-mek-1-gfp 
Zur Klonierung eines Vektors, der die Expression von MEK-1-GFP ermöglicht, wurde zunächst eine 
PCR (siehe 2.6.2) mit den Oligonukleotiden 962 und 963 vorgenommen, um die Nukleotid-Sequenz 
des mek-1-Gens aus gDNA des WT-Stamms (N1-01) zu amplifizieren. Das PCR-Produkt und der 
Vektor Nr. 2 (pMF272) wurden mit den Restriktionsenzymen XbaI und PacI geschnitten und 
miteinander ligiert, sodass mek-1 zwischen dem ccg-1-Promotor und dem gfp-Gen integriert wurde. 
Das resultierende Plasmid Nr. 681 wurde in eine für Histidin auxotrophe Δmek-1-Mutante (MW_522) 
transformiert. 
 
Konstruktion von Plasmiden mit dem Kupfer-responsiven Promotor Ptcu-1 
Um die Expression von Genen, die für die vegetativen Zell-Zell-Interaktionen essentiell sind, 
kontrollieren zu können, wurden Plasmide mit dem tcu-1-Promotor erstellt, welcher in Gegenwart von 
Kuper(II)-Ionen die Genexpression reprimiert (Lamb et al., 2013). Basierend auf dem Vektor Nr. 517, 
in dem Pccg-1 durch Ptcu-1 ersetzt worden war (Bruns, 2014), wurden Plasmide kloniert, in welchen 
die Gene so, mak-1, mak-2 und ham-7, mit oder ohne gfp, unter die Kontrolle von Ptcu-1 gebracht 
wurden. 
Es wurden Vektoren erstellt, in denen Ptcu-1 die Expression von so-gfp, mak-1-gfp bzw. mak-2-gfp 
kontrollierte. Die so-gfp-Sequenz wurde basierend auf dem Plasmid Nr. 14 über die Restriktions-
schnittstellen von XbaI und EcoRI in den Vektor Nr. 517 kloniert. Daraus ging das Plasmid mit der 
Sequenz Ptcu-1-so-gfp (Nr. 663) hervor, welches in die für Histidin auxotrophe Δso-Mutante GN6-51 
(Schumann, 2013) transformiert wurde (siehe 2.6.6). Der Primärtransformant MW_598 wurde über 
Einzelsporisolation (siehe 2.6.7) zum homokaryotischen Stamm MW_600 aufgereinigt und mittels 
PCR (siehe 2.6.2) verifiziert. Auf analoge Art und Weise wurden Plasmide mit den Sequenzen Ptcu-1-
mak-1-gfp (Nr. 664 bis 666) bzw. Ptcu-1-mak-2-gfp (Nr. 667) konstruiert. Dazu wurden die 
entsprechenden Fusionsgene aus den Vektoren Nr. 507 bzw. Nr. 15 mittels XbaI und EcoRI jeweils in 
das Plasmid Nr. 517 eingebracht. Die resultierenden Plasmide wurden in die Empfängerstämme 
MW_486 bzw. GN9-23 transformiert, woraus die Isolate MW_604 bis MW_609 hervorgingen. 
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Zusätzlich wurden Konstrukte erstellt, in denen die Gene so, mak-1 bzw. ham-7 - jeweils ohne gfp - 
unter die Kontrolle von Ptcu-1 gesetzt wurden. Zu diesem Zweck wurden die entsprechenden 
Gensequenzen einschließlich ihrer Terminator-Regionen jeweils mittels PCR (siehe 2.6.2) aus gDNA 
des WT-Stamms (N1-01) unter Verwendung der Primerpaare 838/915, 848/851 bzw. 806/807 
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden über die Restriktionsschnittstellen von XbaI und EcoRI in den 
Vektor Nr. 517 kloniert. Die resultierenden Plasmide mit den Sequenzen Ptcu-1-so (Nr. 673), Ptcu-1-
mak-1 (Nr. 674) bzw. Ptcu-1-ham-7 (Nr. 678) wurden in die für Histidin auxotrophen Empfänger-
stämme GN6-51, MW_486 bzw. MW_444 mit einer Deletion des jeweiligen Gens transformiert. Die 
Isolate MW_540, MW_533 bzw. MW_532 wurden mittels diagnostischer PCR auf ihren 
homokaryotischen Zustand überprüft. 
 
Klonierung von Ptef-1-ham-7 
Um einen Vektor zur Expression von ham-7 unter der Kontrolle des tef-1-Promotors aus N. crassa 
(Berepiki et al., 2010) zu konstruieren, wurde das Gen einschließlich seiner Terminator-Region 
zunächst mit dem Primerpaar 806/807 und mit gDNA des WT-Stamms (N1-01) als Template via PCR 
(siehe 2.6.2) amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde über XbaI und EcoRI in den Vektor Nr. 59 
kloniert. Die resultierenden Plasmide (Nr. 522 bis 524) wurden in die Empfängerstämme N2-45 sowie 
MW_444 transformiert. 
 
2.6.5 Yeast recombinational cloning 
Um mehrere DNA-Fragmente miteinander zu verknüpfen, kann eine als Yeast recombinational 
cloning (YRC) bezeichnete Klonierungsstrategie angewandt werden (Raymond et al., 1999). Mit Hilfe 
dieser Technik können sowohl genspezifische Ausschaltkassetten (Colot et al., 2006; Park et al., 
2011) als auch Genvarianten mit definierten Punktmutationen oder Deletionen erzeugt werden 
(Müller, 2014; Schumann, 2013; Schürg et al., 2012). Dabei werden die sich an ihren Enden 
überlappenden Nukleotid-Sequenzen der Fragmente, die mittels PCR generiert werden, in Hefe-Zellen 
über homologe Rekombination miteinander verbunden. Der im Stamm GN9-39 (siehe Abschnitt 3.2.9) 
vorliegende Austausch E104G in MAK-1 basiert auf einer mutierten Version des Gens, welche aus 
zwei Fragmenten zusammengesetzt wurde, deren Überlappungen jeweils eine Veränderung von Codon 
GAG zu GGC aufwiesen (Müller, 2014). 
Zur Deletion von erg-10a im Stamm MW_241 (Abb. 7.3.1) wurde mittels YRC eine Ausschaltkassette 
konstruiert, die das Nourseothricin-Resistenzgen nat1 aus Streptomyces noursei enthält. Dazu wurden 
zunächst via PCR (Phusion-Polymerase, Tab. 2.6.1) mit den Primerpaaren 622/623 und 624/625 die 
ca. 1 kb großen 5´- und 3´-Flanken des erg-10a-Gens aus gDNA eines WT-Stamms (N1-01) amplifi-
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ziert. Parallel wurde das 1590 bp große nat1-Resistenzgen mit den Oligonukleotiden 82 und 543 aus 
dem Vektor pZPnat1 (Nr. 56) vervielfältigt. Das Plasmid pRS426 (Nr. 5) wurde mit EcoRI und XhoI 
linearisiert. Sämtliche Fragmente wurden aufgereinigt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C 
aufbewahrt. Kulturröhrchen mit 5 mL YPD-Medium wurden mit einer kleinen Menge des 
S. cerevisiae-Stamms FY834 beimpft und über Nacht bei 30 °C inkubiert. Erlenmeyerkolben mit 
50 mL YPD wurden mit 1 mL der Vorkultur inokuliert und bei 100 rpm und 30 °C für etwa 5 bis 6 h 
kultiviert, bis eine Zelldichte von ca. OD600 = 1,0 erreicht worden war (die Zellzahl sollte sich zweimal 
verdoppelt haben). Die Hefezellen wurden anschließend für 5 min bei 3500 rpm in einem 50 mL-
Reaktionsgefäß pelletiert. Der Kulturüberstand wurde verworfen, die Zellen wurden in 25 mL sterilem 
ddH2O resuspendiert und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 mL einer 100 mM LiOAc-Lösung 
aufgenommen, in ein 1,5 mL-Reaktionsgefäß überführt und 15 s bei 13000 rpm zentrifugiert. Der 
Überstand wurde erneut verworfen. Danach wurden die Zellen in 400 µL der 100 mM LiOAc-Lösung 
resuspendiert (bei OD600 = 1,0; andernfalls wurde das Volumen entsprechend angepasst) und bis zur 
Verwendung bei RT gehalten. In der Zwischenzeit wurde ein Transformationsmix aus 240 µL einer 
50 % (w/v) PEG 3350-Lösung, 36 µL einer 1 M LiOAc-Lösung, 50 µL einer Lachssperma-DNA-
Lösung und 34 minus x µL an ddH2O vorbereitet, wobei x das Volumen der vier DNA-Fragmente 
darstellt. Es wurden ungefähr äquimolare Mengen der 5´- und 3´-Flanke sowie des nat1-Amplifikats 
eingesetzt (ca. 5 bis 10 µL), während vom linearisierten Vektor nur ca. 0,1 µg verwendet wurden 
(ca. 1 µL). 50 µL der Zellen wurden in ein frisches Reaktionsgefäß pipettiert, kurz zentrifugiert, vom 
Überstand befreit, anschließend in 360 µL des Transformationsmixes aufgenommen und damit gut 
vermischt. Nach Inkubation für 30 min bei 30 °C wurde die Mischung mehrmals invertiert und 
anschließend für 30 min bei 42 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen kurz zentrifugiert und das 
Pellet ohne Überstand in 1 mL sterilem ddH2O vorsichtig resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation 
wurde das Volumen, in dem die Zellen aufgenommen wurden, auf ca. 100 bis 200 µL reduziert. Die 
Zellen wurden mit Glasperlen auf zwei SC-Ura-Platten verteilt und für 2 bis 3 d bei 30 °C kultiviert. 
Nachdem sich Dutzende von Hefekolonien pro Platte gebildet hatten, wurden diese zusammen in 
10 mL sterilem ddH2O aufgenommen und für 5 min bei 3500 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 
300 µL an Lösung I resuspendiert, zusammen mit ca. 100 µL Glasperlen in ein 2 mL-Reaktionsgefäß 
mit Schraubdeckel überführt und dreimal für jeweils 10 s bei 6,5 m/s in einem Zellaufschlussgerät 
kräftig geschüttelt. Anschließend wurden zur Mischung zunächst 600 µL an Lösung II pipettiert, das 
Gefäß vorsichtig invertiert, dann 450 µL an Lösung III und erneut durch Schwenken gemischt. Die 
Mischung wurde danach für 15 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Der resultierende Überstand wurde in 
zwei frische Reaktionsgefäße überführt und jeweils mit dem zweifachen Volumen eiskalten Ethanols 
schwenkend vermischt. Nach erneuter Zentrifugation für 5 min wurde das DNA-Pellet mit dem 
gleichen Volumen an 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, wiederum zentrifugiert, getrocknet und in 
100 µL ddH2O aufgenommen. Die so gewonnenen Hefe-Plasmide dienten nun als Template für eine 
PCR (Phusion-Polymerase, Tab. 2.6.1) mit den Primern 622 und 625, um die rekombinierte erg-10a-
MATERIALIEN & METHODEN 
65 
 
nat1-Ausschaltkassette amplifizieren zu können. Das resultierende Fragment mit einer Größe von 
3862 bp (Abb. 7.3.1C) wurde aufgereinigt und mittels Elektroporation in den Empfängerstamm 
MW_241 transformiert (siehe 2.6.6). 
 
2.6.6 Transformation von N. crassa 
Sterilisierte Glaskolben, die zu 1/5 ihres Volumens mit MM einschließlich Agar-Agar (bei Bedarf mit 
Histidin versetzt) befüllt worden waren, wurden mit einer Sporensuspension oder Silikatkristallen der 
zu transformierenden (für Histidin auxotrophen) Stämme beimpft und für ca. 5 d bei 30 °C im 
Dunkeln inkubiert. Bis zur Transformation wurden die Kulturen für weitere 5 bis 7 d bei RT und 
Tageslicht gehalten. Je nach Sporulationsvermögen wurden zwei bis sechs Kolben pro Stamm 
vorbereitet. Die Sporen wurden mit einem sterilen Metallspatel aus dem Kolben in ein 50 mL Gefäß 
mit Schraub-deckel, in das 30 mL einer sterilen 1 M Sorbitol-Lösung (eiskalt) vorgelegt worden 
waren, überführt, kräftig geschüttelt und über einen mit Verbandmull ausgekleideten Trichter in ein 
frisches 50 mL Gefäß filtriert. Die Sporensuspension wurde für 5 min bei 3500 rpm und 4 °C 
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das auf Eis gehaltene Sporenpellet wurde mit 45 mL der 
Sorbitol-Lösung durch kräftiges Schütteln gewaschen und die Suspension erneut zentrifugiert. Dieser 
Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Nach dem letzten Waschschritt wurde der Überstand 
möglichst komplett abgegossen und das Pellet in einem kleinen Volumen resuspendiert (die 
Suspension war zähflüssig). 90 µL der Sporen wurden zu 10 µL einer Plasmid-Lösung (mit 
ca. 1 µg/µL DNA-Konzentration) bzw. zu 10 µL an ddH2O in 1,5 mL Reaktionsgefäßen gegeben und 
in Elektroporations-Küvetten mit 1 mm Spaltbreite pipettiert. Die Transformation erfolgte bei 1,5 kV, 
600 Ω und 25 µF am Eletroporator. Die Sporen wurden sofort mit 1 mL der eiskalten Sorbitol-Lösung 
aus den Küvetten gespült und zu 30 mL flüssigem Top Agar-Medium (ca. 55 °C) gegeben. Jeweils 
5 mL davon wurden auf vier bis sechs vorgewärmte Bottom Agar-Platten verteilt. Nach dem Erstarren 
des Mediums wurden die Platten für 3 bis 5 d bei 30 °C im Dunkeln inkubiert. Transformanten 
wuchsen als einzelne Kolonien auf der Oberfläche des Mediums, wurden aseptisch mit einer 
Impflanzette auf Schrägagarröhrchen überführt und wie in 2.2.1 beschrieben inkubiert. Bei der 
Transformation von MW_241 mit einer erg-10a-nat1-Ausschaltkassette wurden die Sporen nach der 
Elektroporation in gewöhnlichen Top-Agar aufgenommen und zu jeweils 5 mL auf Platten mit 20 mL 
Bottom Agar und 6,25 µg/mL an Nourseothricin (Endkonzentration im gesamten Medium: 5 µg/mL; 
Stammlösung: 100 mg/mL in ddH2O) verteilt. Die resultierenden Kolonien wurden auf MM-
Schrägagarröhrchen mit 200 µg/mL des Antibiotikums überführt. 
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2.6.7 Einzelsporisolation von Primärtransformanten 
Heterokaryotische Primärtransformanten wurden bei Bedarf über eine Einzelsporisolation oder eine 
Kreuzung (siehe 2.2.5) aufgereinigt. Für die Aufreinigung von Transformanten über einzelne Sporen 
wurde eine Sporensuspension wie in 2.2.1 beschrieben hergestellt und stark verdünnt (ca. 1:100 bis 
1:1000). Ein Tropfen von 5 µL Volumen dieser Verdünnung wurde mit einer Impföse auf einer MM-
Platte verstrichen und für etwa 15 h bei RT inkubiert. Mit Hilfe eines Stereomikroskops wurden 
einzelne Keimlinge identifiziert und mit einer Impflanzette auf MM-Schrägagarröhrchen überführt. 
Die resultierenden Isolate wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie (siehe 2.5) und/oder PCR (siehe 
2.6.2) auf ihren Zustand am his-3-Locus überprüft und gegebenenfalls einer weiteren Runde 
Einzelsporisolation unterzogen. 
 
2.6.8 Sequenzierung von Nukleotid-Sequenzen 
Die Sequenzierung von Nukleotid-Sequenzen erfolgte allgemein durch den Anbieter GATC mit der 
Didesoxymethode nach Sanger (Sanger et al., 1977). Dazu wurde das zu untersuchende DNA-
Fragment aufgereinigt und zusammen mit einem geeigneten Oligonukleotid sequenziert. Die 
Auswertung der Sequenzierungsergebnisse erfolgte mit der Software „SeqMan“ (Lasergene 
DNASTAR) sowie dem Server-Programm „MultAlin“. 
 
Klassische Mutante erg-1 (N2-28) 
Basierend auf gDNA der Mutante erg-1 (N2-28) wurde mit den Primerpaaren 339/676 bzw. 339/677 
PCR-Amplifikationen (Phusion-Polymerase, Tab. 2.6.1) vorgenommen. Die 958 bzw. 1099 bp großen 
Amplifikate wurden mit den gleichen Primern sequenziert, sodass die erzielten Nukleotid-Sequenzen 
einen Bereich von ca. 100 bp vor dem Start- bis zu ca. 100 bp nach dem Stopp-Codon abdeckten. 
 
Klassische Mutante erg-2 (N2-29) 
Zur Sequenzierung des erg-2-Gens in einer klassischen erg-2-Mutante (N2-29) wurde gDNA dieser 
Mutante isoliert (siehe 2.6.1). Mit den Primern 61 und 62 wurde mittels PCR (Phusion-Polymerase, 
Tab. 2.6.1) ein 2343 bp großes Fragment (Start- bis Stopp-Codon) amplifiziert und in den Vektor 59 
kloniert. Die Plasmid-DNA des resultierenden Vektors 389 wurde mit den Primern 20, 702 und 703 
sequenziert. Zudem wurde gDNA von erg-2 als Template für eine PCR mit den Primern 670 und 671 
verwendet. Das resultierende Fragment mit einer Größe von 2553 bp wurde mit dem Primer 706 
sequenziert. 
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2.7 Biochemische Methoden 
2.7.1 Proteinextraktion aus Kulturen von N. crassa 
Analyse der Stabilität von SO-GFP-Farnesyl 
Zur biochemischen Analyse der Stabilität von SO-GFP-Farnesyl (siehe Abschnitt 3.2.6) wurden die 
verwendeten Stämme wie in 2.2.1 beschrieben angezogen und gefilterte Sporensuspensionen 
vorbereitet. Daraus wurden Verdünnungen von 106 Sporen pro mL angefertigt, von denen 500 µL als 
Inokulum für 50 mL MM (ohne Agar-Agar) in Polypropylen-Kolben eingesetzt wurden. Die Stämme 
wurden für 19 h bei 30 °C und 100 rpm inkubiert. Die Myzelien wurden über einen mit einer Lage 
Miracloth (Millipore) versehenen Büchnertrichter an einer Wasserstrahlpumpe geerntet, ohne sie dabei 
zu waschen, in Aluminiumfolie eingewickelt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die 
restlichen Sporen der Stämme wurden in 1,5 mL Reaktionsgefäßen für 5 min bei 3500 rpm pelletiert, 
vom Überstand befreit und ebenfalls in flüssigem Stickstoff versenkt. Die gefrorenen Myzelien 
wurden im Aluminiumpaket mit einem Hammer zerkleinert. Unter ständiger Kühlung (Eisbad) wurden 
300 bis 500 µL des groben Pulvers zusammen mit Glaskügelchen in 2 mL Reaktionsgefäße mit 
Schraubdeckel überführt und mit 500 µL des vorgekühlten Protein-Extraktionspuffers gut vermischt. 
Analog wurden die kompletten Sporenpellets in jeweils 500 µL des Puffers aufgelöst. In einem 
Zellaufschlussgerät wurden sämtliche Proben für 3 x 30 s bei 6500 m/s (maximale Intensität) unter 
ständiger Kühlung geschüttelt. Anschließend wurden die Gefäße für 30 min auf Eis gestellt, wobei sie 
alle 10 min durch kurzes Vortexen gemischt wurden. Nach einer Zentrifugation für 8 min und 
13000 rpm bei 4 °C wurden die Überstände in frische 1,5 mL Reaktionsgefäße transferiert. Die 
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte photometrisch mit Coomassie-Brillant-Blau (Bradford, 
1976). Dazu wurden in einer Dreifachbestimmung jeweils 1 µL der Überstände mit 1000 µL einer 
1x-Färbelösung (Roti-Quant) in Küvetten vermischt, 5 min im Dunkeln inkubiert und bei 595 nm am 
UV-VIS-Spektrometer vermessen. Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe einer 
Regressionsgeraden, die über die Absorption einer Verdünnungsreihe von BSA (0 bis 10 µg/µL) 
erstellt worden war. Von den Proteinextrakten, die aus Sporen gewonnen worden waren, wurden in 
1x-Beladungspuffer (Laemmli, 1970) 15 µg Protein in einem Volumen von 23 µL vorbereitet. Für die 
Überstände aus den Myzelien wurden 30 µg Protein in 20 µL Puffer angesetzt. Alle Proben wurden als 
10x-Ansätze für 10 min bei 95 °C aufgekocht und bis zur Verwendung bei -80 °C aufbewahrt. 
 
Analyse der Aktivierung von MAK-1 und MAK-2 in Keimlingen 
Für die Analyse der Aktivierung von MAK-1 und MAK-2 in Keimlingen (siehe Abschnitt 3.2.7) 
wurden die Stämme N1-01 und N2-35 in MM-Rundkolben (50 mL Medium) für 4 d bei 30 °C und 3 d 
bei RT angezogen. Dabei wurde für jeden Zeitpunkt der späteren Probennahme (0, 2, 3,5, 4,5, 6,5, 7,5 
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und 8,5 h) eine Vorkultur vorbereitet. Erst unmittelbar vor dem Ausplattieren der Konidien wurden 
Sporensuspensionen mit einer Konzentration von 5 x 107 Sporen pro mL angesetzt. Davon wurden 
jeweils 300 µL auf einer MM-Platte verteilt, die zuvor mit einer Lage sterilen Cellophans (Basten; 
mehrfach in deionisiertem Wasser gewaschen, aufgekocht und anschließend autoklaviert) bedeckt 
worden waren. Pro Zeitpunkt wurden zehn Platten beimpft und bis zur Ernte der mit Zellen bedeckten 
Cellophan-Lagen bei 30 °C inkubiert. Ruhende Sporen (0 h) wurden nicht ausplattiert, sondern direkt 
durch Pelletieren der Sporensuspension (5 min, 3500 rpm) gewonnen und in 1,5 mL Reaktionsgefäße 
in flüssigem Stickstoff eingefroren. Zu den weiteren Zeitpunkten wurden jeweils neun der zehn 
Cellophan-Lagen zügig mit einer Pinzette abgezogen, in Aluminiumfolie gepackt und in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren. Von der jeweils verbliebenen Platte wurde ein Präparat für die Hellfeld-
mikroskopie (siehe 2.5) vorbereitet. Die gefrorenen Cellophan-Lagen wurden unter flüssigem 
Stickstoff mit Mörser und Pistill fein zerkleinert. Etwa 1 mL des Pulvers wurde unter Kühlung 
(Eisbad) mit 700 µL des Protein-Extraktionspuffers gründlich vermischt. Die Sporenpellets der 0 h-
Zeitpunkte wurden direkt in dem Puffer aufgenommen. Die weiteren Schritte der Proteinextraktion 
wurden wie oben beschrieben vorgenommen. Da die Überstände teilweise zu niedrige Proteinkonzen-
trationen aufwiesen, um mit der Methode nach Bradford (1976) zuverlässig vermessen werden zu 
können, mussten die Proteinmengen mit Hilfe von Testgelen angeglichen werden. Dazu wurden 
Proben der Rohextrakte und entsprechender Verdünnungen der Überstände sukzessiv mittels SDS-
PAGE und Coomassie-Färbung (siehe 2.7.2) untersucht, bis eine zufriedenstellende Angleichung der 
Proteinkonzentration erreicht worden war. Schließlich wurden 10x-Ansätze der Proben in 
1x-Beladungspuffer wie zuvor beschrieben aufgekocht und bei -80 °C gelagert. 
  
Analyse der Aktivierung von MAK-1 und MAK-2 in Hyphen 
Zur Analyse der Aktivierung von MAK-1 und MAK-2 in reifen Hyphen (siehe Abschnitt 3.2.12) 
wurden die Stämme N1-01, N2-35, KO-0083, GN7-41 und KO-0135 wie zuvor beschrieben ange-
zogen (siehe 2.2.1). Polypropylen-Kolben mit 50 mL flüssigem MM wurden mit 1 mL einer Sporen-
suspension von 106 Sporen pro mL beimpft und für 24 h bei 30 °C und 100 rpm inkubiert. 15 min vor 
der Ernte wurden 8 mM H2O2, 36 µg/mL CFW (Stammlösung: 9 mg/mL in DMSO) bzw. 200 µL 
DMSO zu den Kulturen gegeben. Die Myzelien wurden wie oben beschrieben geerntet und unter 
flüssigem Stickstoff aufgeschlossen. Die Extraktion und Konzentrationsbestimmung der Proteine 
erfolgte ebenfalls nach dem oben aufgeführten Verfahren. Die Proben wurden jeweils als 10x-Ansätze 
mit 30 µg in einem Volumen von 15 µL vorbereitet und bei -80 °C gelagert. 
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2.7.2 SDS-PAGE und Coomassie-Färbung 
Die Auftrennung von Proteinen anhand ihrer molekularen Masse erfolgte mit denaturierenden 
Polyacrylamid-Gelen. Für die Herstellung der Gele wurden gründlich gesäuberte Glasplatten (ein Paar 
aus Spacer und Short plate) so in eine Haltevorrichtung gesetzt, dass ein Spalt von 1 mm entstand, der 
von unten gut abgedichtet war. In diesen Spalt wurden ca. 5 mL einer Trenngel-Mischung (Tab. 2.7.1) 
gefüllt und mit Isopropanol überschichtet. Nachdem das Gel auspolymerisiert und das Isopropanol 
durch Waschen mit deionisiertem Wasser entfernt worden war, wurde der Spalt mit ca. 2 mL einer 
Sammelgel-Lösung (Tab. 2.7.1) aufgefüllt und sofort ein Kamm in die noch flüssige Mischung 
gesteckt. Nach dessen Auspolymerisierung wurde das fertige Gel aus der Halterung gelöst, in eine 
Elektrophorese-Kammer eingespannt und komplett mit 1x-SDS-Laufpuffer überschichtet. Nachdem 
der Kamm vorsichtig entfernt worden war, wurden 15 bis max. 25 µL der Proben in die Taschen 
pipettiert. Vom Größenstandard wurden pro Tasche 5 µL aufgetragen. Für Gele, die nach der 
Auftrennung mit Coomassie angefärbt wurden, wurde der Marker „Unstained PageRuler“ (Thermo 
Scientific) verwendet, für solche, die für das Western Blotting eingesetzt wurden, wurde der 
„Prestained PageRuler“ (Thermo Scientific) benutzt. Die Proben wurden bei einer Spannung von 
100 V so lange aufgetrennt, bis der Blaumarker unten aus dem Gel herausgelaufen war. 
 
Tab. 2.7.1: Zusammensetzung der Polyacrylamid-Gele für die SDS-PAGE. 
Trenngel-Mischung (8 %)   Anzahl der Gele 1 2 3 4 
Komponente Volumen [mL]   Mix [mL] 5 10 15 20 
ddH2O 23,7   10 % APS [µL] 18 36 54 72 
Trenngel-Puffer 12,5   TEMED [µL] 7 14 21 28 
10 % SDS 0,5 
       
30 % Acrylamid-Mix 13,3 
       
Σ 50,0 
       
      
 
            
Sammelgel-Mischung (5 %)   Anzahl der Gele 1 2 3 4 
Komponente Volumen [mL]   Mix [mL] 2 4 6 8 
ddH2O 14,0   10 % APS [µL] 20 40 60 80 
Sammelgel-Puffer 2,5   TEMED [µL] 2 4 6 8 
10 % SDS 0,2 
       
30 % Acrylamid-Mix 3,3 
       
Σ 20,0 
       
 
Um zu überprüfen, ob die Taschen eines Gels gleichmäßig mit Protein beladen worden waren, wurde 
das Gel nach der SDS-PAGE mit einer Lösung von Coomassie-Brillant-Blau G angefärbt. Zunächst 
wurde das Trenngel vorsichtig aus den Glasplatten entfernt und dreimal gewaschen. Dazu wurde es 
jeweils in etwa 20 mL dH2O kurz in einer Mikrowelle erhitzt und für ca. 5 min auf einem Schüttler 
geschwenkt. Für die Färbung des Gels wurde es mit der Coomassie-Lösung überschichtet, für ca. 10 s 
erhitzt und anschließend für 10 bis 15 min schüttelnd inkubiert. Die Färbelösung wurde abgegossen 
und das Gel erneut in Wasser geschüttelt, bis sich ein zufriedenstellender Kontrast für die Protein-
banden einstellte. 
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2.7.3 Western Blotting, Ponceau-Färbung und Hybridisierung von PVDF-
Membranen 
Die Gele, die nicht mit Coomassie angefärbt wurden, wurden einem Western Blotting-Verfahren 
unterzogen (Renart et al., 1979; Towbin et al., 1979). Dabei wurden die Proteine mit einem Tank Blot-
System aus dem Gel auf eine PVDF-Membran (Millipore) übertragen. Nach der SDS-PAGE wurde 
das Gel zunächst für mindestens 15 min in Transfer-Puffer äquilibriert. Parallel wurde die PVDF-
Membran für 15 s in Methanol aktiviert, für 2 min in ddH2O getaucht und für mindestens 5 min im 
Transfer-Puffer äquilibriert. Anschließend wurden das Gel und die Membran umrahmt von jeweils 
zwei in Puffer getränkten Schwämmen und Whatman-Papieren in einer Haltevorrichtung luftblasenfrei 
gestapelt. Die Halterung wurde so in den Tank eingesetzt, dass das Gel zur Kathode (Minuspol) und 
die Membran zur Anode (Pluspol) ausgerichtet waren, um im elektrischen Feld den Transfer der mit 
einer negativen Ladung maskierten Proteine auf die Membran zu ermöglichen. Das Blotting erfolgte 
bei einer Spannung von ca. 15 V (Stromstärke ca. 40 mA) über Nacht bei 4 °C unter ständigem 
Rühren des Transfer-Puffers. 
Um die Übertragung der Proteine auf die PVDF-Membran zu kontrollieren, konnte die Membran bei 
Bedarf direkt nach dem Western Blotting mit einer 0,1 (w/v) Ponceau-Lösung in 5 % (v/v) Essigsäure 
angefärbt werden. Dazu wurde die Membran bei RT mit der Färbelösung überschichtet und für 20 bis 
30 min geschüttelt. Zur Entfärbung wurde die Membran dreimal für jeweils 5 min mit einer 5 % (v/v) 
Essigsäure-Lösung gewaschen. Sobald der Kontrast zwischen den Proteinbanden und dem Hinter-
grund geeignet erschien, wurde die Membran in ddH2O geschüttelt und fotografiert. 
Die Hybridisierung der PVDF-Membranen mit Antikörpern erfolgte in Abhängigkeit von den zu 
detektierenden Proteinen anhand unterschiedlicher Protokolle:  
Für die Analyse von SO-GFP bzw. SO-GFP-Farnesyl (siehe Abschnitte 3.2.6 & 3.2.11) wurde die 
Membran zunächst in einer Schale mit 20 mL einer Blockierungslösung (0,1 % Tween) für 1 h bei RT 
geschüttelt. Danach wurde die Membran für 1,5 h bei RT mit einem Anti-GFP-Antikörper (Roche, 
Maus, 1:2000 in 10 mL des Blockierungspuffers) schüttelnd inkubiert. Nachdem die Membran viermal 
für jeweils 5 min mit je 10 mL eines Waschpuffers (0,1 % Tween) geschwenkt worden war, erfolgte 
für 30 min bei RT unter Schütteln die Hybridisierung mit einem HRP-gekoppelten Anti-Maus-
Antikörper (Invitrogen, Ziege, 1:4000 in 10 mL des Blockierungspuffers). Anschließend wurde die 
Membran erneut gewaschen und für die Entwicklung vorbereitet. Dazu wurde sie vorsichtig zwischen 
zwei Papiertüchern trockengestrichen und mit den Proteinen nach oben zeigend auf eine Frischhalte-
folie, die in eine Entwicklungskassette gespannt worden war, gelegt. Es wurden 1,4 mL einer 
Entwicklerlösung („SuperSignal West Pico Kit“, Thermo Scientific) gleichmäßig auf die Membran 
geträufelt und für 5 min im Dunkeln inkubiert. Nachdem die Lösung möglichst vollständig durch 
Schräghalten der Kassette abfließen konnte, wurde eine zweite Frischhaltefolie luftblasenfrei auf die 
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Membran gelegt. In einer Dunkelkammer wurde die Membran für einige Sekunden oder Minuten mit 
einem Röntgenfilm („Amersham Hyperfilm ECL“, GE Healthcare Life Sciences) bedeckt. Um die 
Signale der Chemilumineszenz sichtbar zu machen, wurde der Film für 30 bis 60 s in einer 
Entwicklerlösung (Sigma-Aldrich) geschwenkt, kurz mit Wasser gewaschen, für ca. 30 s in eine 
Fixierungslösung (Sigma-Aldrich) getaucht und abschließend erneut mit Wasser gespült. 
Um phosphorylierte MAP-Kinasen (siehe Abschnitte 3.2.7 & 3.2.12) zu detektieren, wurde die PVDF-
Membran nach dem Western Blotting in eine Schale gelegt und zunächst für 8 h bei RT in 20 mL einer 
Blockierungslösung (0,05 % Tween) geschüttelt. Nach kurzem Waschen der Membran (3 x 5 min bei 
RT) mit 20 mL eines Waschpuffers (0,05 % Tween) wurde die Membran über Nacht bei 4 °C und am 
folgenden Tag für 1 h bei RT mit einem Anti-Phospho-p44/42-Antikörper (Cell Signaling 
Technology, Kaninchen, 1:1000 in 10 mL der Blockierungslösung) inkubiert. Es folgten sechs 
Waschschritte für jeweils 10 min bei 4 °C, bevor für 1,5 h bei 4 °C die Hybridisierung mit einem 
HRP-konjugierten Anti-Rabbit-Antikörper (Cell Signaling Technology Ziege, 1:120000 in 10 mL des 
Blockierungspuffers) vorgenommen wurde. Nach erneutem Waschen (6 x 10 min bei 4 °C) wurde die 
Membran analog zu dem obigen Verfahren mit einem „SuperSignal West Femto Kit“ (Thermo 
Scientific) behandelt, um in einer Dunkelkammer die Signale auf Röntgenfilmen entwickeln zu 
können. 
Da der Nachweis von Tubulin allgemein als Kontrolle für eine gleichmäßige Beladung der 
Proteinproben dient, wurden die PVDF-Membranen zusätzlich mit einem Antikörper gegen β-Tubulin 
(BML) hybridisiert. Dazu war es notwendig, die zuvor an die Membran gebundenen Antikörper-
Komplexe wieder zu entfernen, ohne jedoch die zu detektierenden Proteine abzulösen. Zu diesem 
Zweck wurde ein Stripping-Protokoll verwendet (Yeung & Stanley, 2009, modifiziert durch die 
Arbeitsgruppe von Dr. Tobias Kruse), nach welchem die Membran in einer Schale für 1 h bei RT mit 
20 mL einer Stripping-Lösung unter ständigem Schütteln behandelt wurde. Nach dreimaligem 
Waschen mit 20 mL eines Waschpuffers (0,1 % Tween) für jeweils 5 min bei RT wurde die Membran 
über Nacht bei 4 °C mit 20 mL einer Blockierungslösung (0,1 % Tween) geschüttelt. Nachdem der 
vorherige Waschschritt wiederholt worden war, wurde die Membran mit einem Anti-β-Tubulin-
Antikörper (Covance, Maus, 1:2000 in 10 mL des Blockierungspuffers) für 1,5 h bei RT geschwenkt. 
Es wurde danach viermal für jeweils 10 min bei RT mit 20 mL des Waschpuffers geschüttelt, bevor 
die Membran mit einem HRP-gekoppelten Anti-Maus-Antikörper (Invitrogen, Ziege, 1:4000 in 10 mL 
des Blockierungspuffers) hybridisiert wurde. Nach wiederholtem Waschen erfolgte die Detektion der 
Signale analog zu den letzten Schritten des oben aufgeführten Anti-GFP-Protokolls. 
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2.8 Extraktion und Analyse von Sterolen 
Zunächst wurden von den zu untersuchenden Stämmen Sporensuspensionen hergestellt (siehe 2.2.1). 
Dabei wurden die Kulturröhrchen jedoch komplett mit ddH2O abgeerntet, da Suspensionen mit einer 
Konzentration von 5 x 107 Konidien pro mL benötigt wurden. In Polypropylen-Kolben von 250 mL 
Volumen wurden 50 mL MM (ohne Agar-Agar) mit 500 µL einer Sporensuspension inokuliert und für 
24 h bei 30 °C und 100 rpm inkubiert. Das Myzel wurde über einen mit einer Lage Miracloth 
(Millipore) ausgekleideten Büchnertrichter an einer Wasserstrahlpumpe zügig geerntet, mit ca. 20 mL 
ddH2O gewaschen und in Aluminium-Folie eingepackt in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Unter 
flüssigem Stickstoff wurde die Biomasse durch Mörsern zu einem feinen Pulver zerkleinert. 
Für die folgenden Extraktionsschritte wurden ausschließlich Glasgefäße und Teflon-kaschierte 
Verschlüsse verwendet (die Verwendung von Kunststoff wurde vermieden). Pro Extraktion wurde 
eine Masse von 0,1 g des Pulvers unter Kühlung eingewogen und mit 3 mL einer 10 % (w/v) KOH-
Lösung in 60 % (v/v) EtOH für 1 h bei 70 bis 75 °C stark rührend verseift. Nach Abkühlung auf RT 
wurde die Lösung mit 1 mL ddH2O versetzt, mit einer Pasteur-Pipette in ein Reagenzglas überführt, 
mit 3 mL n-Hexan versetzt und für 1 min am Vortexer gemischt. Nach Phasentrennung wurde die 
obere organische Phase in ein Probengefäß (mit Septum-Verschluss) überführt und bis zur Analyse 
bei -20 °C gelagert. Zur Vorbereitung einer Referenz-Lösung wurden in einem Reagenzglas 3 mL der 
KOH-Lösung direkt mit 1 mL Wasser und 3 mL n-Hexan vermischt, die organische Phase abge-
nommen und zusammen mit den Proben aufbewahrt. 
Die qualitative und quantitative Untersuchung der Sterol-Extrakte erfolgte durch die Arbeitsgruppe 
von Prof. Dr. Stefan Schulz (TU Braunschweig) mittels GC-MS-Analytik an einem HP7890A 
GC-Gerät, welches mit einem HP5975C massenselektiven Detektor und einer HP-5 ms Quarzkapillar-
säule (Länge: 30 m; Innendurchmesser: 0,22 mm; Filmdicke: 0,25 μm; Agilent Technologies, USA) 
ausgestattet war. Folgende Bedingungen wurden gewählt: Eingangsdruck: 67 kPa; Heliumstrom: 
23,3 mL/min; Injektionsvolumen: 1 µL, Temperatur der Transferlinie: 300 °C, Temperatur des 
Injektors: 250 °C, Elektronenenergie: 70 eV. Der Gas-Chromatograph wurde wie folgt programmiert: 
10 min bei 50 °C, anschließend mit einem Temperaturanstieg von 10 °C/min bis zu 320 °C. 
Zur qualitativen Bestimmung der einzelnen Sterol-Verbindungen im WT und in den erg-Mutanten 
wurden Extrakte wie zuvor beschrieben angefertigt. 100 µL der Extrakte wurden jeweils mit 30 µL 
einer MSTFA-Lösung versetzt und für 60 min bei 60 °C im Heizblock inkubiert, anschließend unter 
einem Stickstoffstrom abgepustet und mit 50 µL Dichlormethan verdünnt. Die Identifizierung der 
Sterole erfolgte im Vergleich zu Massenspektren aus der Literatur und aus Datenbankeinträgen. 
Zur quantitativen Bestimmung der Sterol-Menge wurden die Sterol-Extrakte zunächst nach der obigen 
Vorschrift angefertigt, wobei jedoch die doppelte Biomasse (0,2 g) eingesetzt wurde. Zu 100 µL der 
Extrakte wurde jeweils 1 µL einer Cholesterol-Lösung (1 mg/mL in n-Hexan) als interner Standard 
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pipettiert. Die Proben wurden ebenfalls mit MSTFA derivatisiert und analog zu den obigen Schritten 
behandelt. Die Menge der Sterole pro Biomasse wurde im Vergleich zum internen Standard anhand 
der Fläche unter den Signalen in den Gas-Chromatogrammen berechnet. 
Der vereinfachte qualitative Vergleich der Sterol-Zusammensetzung von verschiedenen Stämmen oder 
unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen erfolgte am UV-VIS-Spektrometer mit dem Programm 
„Wavescan“ (Plot step: 0,5 nm; Scan speed: 1500 nm/min). Etwa 1 mL eines Extrakts wurde in 
Quarzküvetten (Typ: 282 QS 1000) gegen die Referenz-Lösung im Wellenlängenbereich von 200 bis 
maximal 800 nm vermessen und bei Bedarf mit n-Hexan verdünnt (maximale Absorption: 3,0). 
 
2.9 Statistische Datenauswertung 
Zur statistischen Überprüfung ausgewählter quantitativer Untersuchungen wurde eine Datenanalyse 
mit dem Programm „Microsoft Excel 2010“ vorgenommen. Dazu wurden die einzelnen Werte 
verschiedener Messreihen paarweise einer zweiseitigen t-Test-Analyse unterzogen, um signifikante 
(* p < 0,05), hochsignifikante (** p < 0,01), höchstsignifikante (*** p < 0,001) sowie nicht 
signifikante (n.s.; bei p < 0,05) Unterschiede zwischen den jeweiligen Mittelwerten aufzuzeigen. 
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3 ERGEBNISSE 
3.1 Mutanten der Ergosterol-Biosynthese von N. crassa weisen Defekte 
während der vegetativen Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion auf 
Die Kommunikation und Fusion zwischen Zellen erfolgt allgemein über die Barriere der Plasma-
membran hinweg und führt im Ergebnis zur Verschmelzung der Lipiddoppelschichten beider 
Interaktionspartner (Aguilar et al., 2013). Um die molekularen Faktoren dieses in eukaryotischen 
Systemen weitverbreiteten Prozesses genauer zu verstehen, stellen Keimlinge des filamentösen Pilzes 
N. crassa ein geeignetes Untersuchungsobjekt dar. Während bereits eine Reihe von Signalproteinen, 
von denen einige dynamisch mit der Zellperipherie wechselwirken, identifiziert werden konnte 
(Herzog et al., 2015), ist im Speziellen noch unklar, welche Rolle die Plasmamembran dabei 
einnimmt. Da Sterole essentielle Bestandteile eukaryotischer Membranen sind, haben sich vorherige 
Studien bereits mit Mutanten der Ergosterol-Biosynthese in N. crassa befasst, um zu verstehen, 
welchen Einfluss diese Gruppe von Lipiden auf die Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion ausübt 
(Brandt, 2013; Bruns, 2014; Gottschalk, 2013; Herzog, 2014; Müller, 2014; Priegnitz, 2009; Weichert, 
2011). Die folgenden Abschnitte geben einen Überblick zum Verhalten der erg-Mutanten während der 
Keimlingsinteraktionen und sind Grundlage der im Verlauf dieser Arbeit vorgenommenen 
Untersuchungen. 
 
3.1.1 Die meisten erg-Mutanten sind dem Wildtyp makroskopisch ähnlich 
Kolonien von N. crassa werden für gewöhnlich in sterilen Schrägagar-Kulturröhrchen angezogen, die 
mit Minimalmedium (MM) gefüllt sind. Unter diesen Bedingungen formt der Wildtyp-Stamm (WT) 
innerhalb weniger Tage ein Myzel, welches Lufthyphen ausbildet. Diese Hyphen differenzieren zu 
Konidiophoren, die große Mengen an orange gefärbten, vegetativen Sporen (Makrokonidien) 
produzieren (Abb. 1.2.1). Bereits bei der Kultivierung verschiedener Isolate oder Mutanten von 
N. crassa können mitunter allgemeine Rückschlüsse über die Auswirkungen genetischer 
Veränderungen auf den Wuchs und/oder die Sporenbildung beobachtet werden. Mutanten mit einer 
gestörten Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion weisen oftmals verkürzte oder fehlende Lufthyphen 
sowie eine schwache Sporulation auf (Dettmann et al., 2013; Fleissner et al., 2005; Fu et al., 2011; 
Maerz et al., 2008; Schürg et al., 2012; Xiang et al., 2002). Jedoch können Mutationen solcher Art 
genauso ohne sichtbare Folgen für den makroskopischen Phänotyp bleiben (Fleissner et al., 2009b; 
Leeder et al., 2013; Palma-Guerrero et al., 2014; Palma-Guerrero et al., 2015). 
Da die Deletion bestimmter Gene der Ergosterol-Biosynthese in N. crassa ebenfalls zu Beeinträchti-
gungen der vegetativen Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion führt (Brandt, 2013; Herzog, 2014; 
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Priegnitz, 2009; Weichert, 2011), wurden zu Beginn dieser Arbeit vorhandene erg-Mutanten mit 
einem WT-Stamm (N1-01) makroskopisch verglichen. Zur Verfügung standen Einzel-, Doppel- und 
Dreifach-Mutanten, die in vorherigen Studien bereits generiert und charakterisiert worden waren 
(Brandt, 2013; Priegnitz, 2009; Weichert, 2011). Allgemein konnte für die meisten erg-Mutanten kein 
makroskopischer Unterschied zum WT festgestellt werden. Genauso wie der Kontrollstamm N1-01 
bildeten die Mutanten Δerg-2 (N2-35), Δerg-10a (N4-26), Δerg-10b (N4-30), Δerg-11 (N4-28), 
Δerg-2 Δerg-10a (N4-32), Δerg-2 Δerg-10b (N4-34), Δerg-2 Δerg-11 (N4-36) und Δerg-2 Δerg-10a 
Δerg-10b (N4-40) Lufthyphen vergleichbarer Länge aus, die ebenso große Mengen an Sporen bildeten 
(Abb. 3.1.1A). Die einzige Ausnahme unter den getesteten Stämmen stellte die Doppelmutante 
Δerg-10a Δerg-10b (N4-38) dar, die im Gegensatz zu den Einzelmutanten Δerg-10a und Δerg-10b nur 
wenige Konidien produzierte und auffällige bräunliche Verfärbungen an der Rückseite der Kultur-
röhrchen aufwies (Abb. 3.1.1B). 
 
Abb. 3.1.1: Die makroskopische Erscheinung der Ergosterol-Biosynthese-Mutanten von N. crassa 
unterscheidet sich größtenteils nicht von der des WT-Stamms. 
Der WT-Stamm (N1-01) und verschiedene Mutanten der Ergosterol-Biosynthese - Δerg-2 (N2-35), Δerg-10a 
(N4-26), Δerg-10b (N4-30), Δerg-11 (N4-28), Δerg-2 Δerg-10a (N4-32), Δerg-2 Δerg-10b (N4-34), 
Δerg-2 Δerg-11 (N4-36), Δerg-10a Δerg-10b (N4-38) und Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b (N4-40) - wurden in 
MM-Schrägagarröhrchen angezogen. A: Vorderseite der Kulturröhrchen. B: Rückseite der Kulturgefäße. 
Mit Ausnahme der Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b, die nur wenige Sporen und bräunliche Verfärbungen am 
Übergang zwischen der Glaswand und dem Medium bildet (Pfeil), weisen alle erg-Mutanten einen mit dem WT 
vergleichbaren Phänotyp auf. 
A
B
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Diese Beobachtungen zeigen, dass das Fehlen einzelner oder mehrerer Gene, die an der Biosynthese 
von Ergosterol in N. crassa beteiligt sind, größtenteils keine Auswirkungen auf das makroskopische 
Erscheinungsbild der Kulturen hat. Jedoch schließt dies nicht aus, dass die erg-Mutanten unter 
bestimmten Wachstumsbedingungen oder auf mikroskopischer Ebene sichtbare Beeinträchtigungen 
aufweisen. 
 
3.1.2 Eine spezifische Gruppe von erg-Mutanten weist Defekte während 
der Kommunikation zwischen Keimlingen auf 
Wenn Makrokonidien von N. crassa auf ein geeignetes Nährmedium gelangen, keimen sie innerhalb 
weniger Stunden aus. Diese Keimlinge sind in der Lage, rasch miteinander in Wechselwirkung zu 
treten. Sie richten das Wachstum der Spitzen ihrer Keimschläuche aufeinander aus, etablieren Zell-
Zell-Kontakte und fusionieren miteinander (Roca et al., 2005). 
In vorherigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass nur bestimmte Mutanten der Ergosterol-
Biosynthese von N. crassa Defekte während der Keimlingsinteraktionen aufweisen (Priegnitz, 2009; 
Weichert, 2011). Zellpaare von keimenden Sporen der zuvor aufgeführten Deletionsmutanten 
(Abb.3.1.1) wurden daher vergleichend auf ihre Fähigkeit zum gerichteten Wachstum und zur Zell-
Zell-Fusion analysiert, um die zuvor gefundenen Korrelationen zu bestätigen. Mittels Hellfeld-
mikroskopie wurden die Keimlinge dazu sowohl vor als auch nach Zell-Zell-Kontakt beobachtet 
(Abb. 3.1.2). Genauso wie die WT-Zellen richteten die Mutanten Δerg-10a, Δerg-10b, Δerg-11, 
Δerg-2 Δerg-11 und Δerg-10a Δerg-10b ihre Keimschlauchspitzen deutlich aufeinander aus 
(Abb. 3.1.2A). Nachdem sich die Partnerzellen dieser Stämme berührt hatten, stellten die Keim-
schläuche ihr Wachstum ein (Abb. 3.1.2B). Im Gegensatz zu diesen erg-Mutanten mit WT-Verhalten 
konnte eine zweite Gruppe von Mutanten gefunden werden, die einen abweichenden Phänotyp 
aufwies. Die Stämme Δerg-2, Δerg-2 Δerg-10a, Δerg-2 Δerg-10b und Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b 
zeigten vor Zell-Zell-Kontakt eine scheinbar schwächer ausgeprägte Art gerichteten Wachstums. 
Anders als beim WT waren die Zellspitzen dieser Mutanten oftmals versetzt zueinander ausgerichtet 
(Abb. 3.1.2A). Ein komplett verändertes Verhalten zeigten die Keimlingspaare der Gruppe um Δerg-2 
zudem, nachdem sich die Zellen berührt hatten. Im Gegensatz zum WT stellten die Keimschläuche 
dieser erg-Mutanten nach Zell-Zell-Kontakt ihr Wachstum nicht ein, sondern wickelten sich mehrfach 
umeinander (Abb. 3.1.2B). 
Zur genaueren Beschreibung des Defekts der Gruppe um die Δerg-2-Mutante wurde eine quantitative 
Bestimmung der Interaktionen zwischen Keimlingen vorgenommen. Zu diesem Zweck wurde für eine 
größere Zahl an Zellen innerhalb einer Keimlingspopulation ermittelt, wie viele davon das Wachstum 
ihrer Keimschläuche auf potenzielle Partnerzellen ausgerichtet hatten. Als Ergebnis einer Vielzahl von 
Zell-Zell-Interaktionen wurden typischerweise Netzwerke von Keimlingen ausgebildet (Abb. 3.1.3A). 
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Abb. 3.1.2: Die Keimlinge einer spezifischen Gruppe von erg-Mutanten weisen Defekte während der Zell-
Zell-Kommunikation auf. 
Keimlinge des WT-Stamms (N1-01) und der angegebenen erg-Mutanten (vgl. Abb. 3.1.1) wurden auf MM-
Platten lichtmikroskopisch untersucht. A: Vor Zell-Zell-Kontakt wachsen die Zellspitzen der Keimlinge 
gerichtet aufeinander zu. B: Nachdem sich die Zellen berührt haben, arretieren die Zellspitzen der WT-
Keimlinge und die der meisten erg-Mutanten das gerichtete Wachstum (Pfeile), um miteinander zu fusionieren. 
Im Gegensatz dazu setzen die Keimschläuche der Mutanten Δerg-2, Δerg-2 Δerg-10a, Δerg-2 Δerg-10b sowie 
Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b nach physischem Kontakt das gerichtete Wachstum fort und wickeln sich 
umeinander (Sternchen). Größenbalken: 5 µm. 
Etwa 80 % der Zellen des WT-Stamms und der erg-Mutanten mit WT-Verhalten wuchsen gerichtet 
aufeinander zu. Im Gegensatz dazu interagierten nur etwa 50 % der Keimlinge mit Δerg-2-Verhalten 
sichtbar miteinander (Abb. 3.1.3B). Im Gegensatz zum WT bildete Δerg-2 daher auch keine ausge-
dehnten, geordneten Netzwerke zwischen den einzelnen Keimlingen aus (Abb. 3.1.3A). Ein Defekt bei 
der Keimung der Sporen, der sich nachteilig auf die Anzahl an Zell-Zell-Interaktionen auswirken 
würde, konnte jedoch bei keinem dieser Stämme beobachtet werden (Abb. 3.1.3B). Diese Ergebnisse 
bestätigen vorherige Beobachtungen, wonach die Keimlinge mit Δerg-2-Verhalten eine gestörte Zell-
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Zell-Kommunikation aufweisen (Weichert, 2011). Möglicherweise werden Signale, die das gerichtete 
Wachstum sowie den Wachstumsstopp nach Zell-Zell-Kontakt vermitteln, in dieser Gruppe von 
erg-Mutanten unzureichend gebildet und/oder erkannt. 
 
Abb. 3.1.3: Die Keimlinge der Mutante Δerg-2 zeigen ein vermindertes Ausmaß gerichteten Wachstums. 
A: Keimlinge des WT-Stamms (N1-01) und der Δerg-2-Mutante (N2-35) wurden auf MM-Platten angezogen. 
Die WT-Population hat durch zahlreiche Zell-Zell-Interaktionen (Pfeile) ein dichtes Netzwerk gebildet. Im 
Gegensatz dazu ist die Vernetzung der Δerg-2-Zellen untereinander deutlich vermindert ausgeprägt. B: Im 
Vergleich zum WT ist die Anzahl der Keimlinge, die gerichtet aufeinander zuwachsen, für Δerg-2, Δerg-2 
Δerg-10a, Δerg-2 Δerg-10b und Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b signifikant reduziert. Alle weiteren erg-Mutanten 
weisen keine Beeinträchtigung diesbezüglich auf und verhalten sich wie der WT. Alle Stämme zeigen eine 
normale Keimung der Sporen. Verwendete Stämme: siehe Abb. 3.1.1. Rohdaten: siehe Tab. 7.1.1. Fehlerbalken: 
SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 50 bis 100 Zellen. t-Test: * p < 0,05. Größenbalken: 10 µm. 
 
3.1.3 Eine veränderte Sterol-Zusammensetzung kann die Zell-Zell-Fusion 
zwischen Keimlingen stören 
Keimlinge von N. crassa interagieren miteinander, um Zell-Zell-Fusionen zwischen den einzelnen 
Individuen zu ermöglichen. Nach physischem Kontakt wird zunächst die Zellwand umstrukturiert, 
woraufhin die beiden dicht aneinander liegenden Plasmamembranen miteinander verschmelzen. Im 
Ergebnis dieser Membran-Fusion kommt es zu einer Vermischung der Zytoplasmata sowie zum 
Austausch von Organellen zwischen den Partnerzellen (Fleißner & Serrano, 2016; Roca et al., 2005). 
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Für die Sterol-Biosynthese-Mutante Δerg-2 wurde bereits zuvor eine starke Beeinträchtigung der 
Keimlingsfusionen beobachtet (Priegnitz, 2009; Weichert, 2011), während Δerg-10a und Δerg-11 
diesbezüglich keine Defekte aufwiesen (Weichert, 2011). In dieser Arbeit wurden darüber hinaus 
weitere erg-Mutanten vergleichend auf ihre Fähigkeit zur Zell-Zell-Fusion untersucht. Um eine 
quantitative Analyse der Keimlingsfusionen vornehmen zu können, wurden Stämme generiert, die 
zytoplasmatisches GFP bzw. Cherry Red exprimieren (Tab. 2.1.1 & Tab. 7.1.2). Es wurden 
Keimlingspaare untersucht, die jeweils aus einer grün und einer rot fluoreszierenden Zelle bestanden. 
Im Fall einer erfolgreichen Zell-Zell-Fusion kam es aufgrund des Austauschs von Zytoplasma zur 
Vermischung beider Fluoreszenzfarben (Abb. 3.1.4A). Die Keimlinge der WT-Stämme und der 
Mutanten Δerg-10a, Δerg-10b, Δerg-11 und Δerg-2 Δerg-11 fusionierten mit Frequenzen von über 
80 % miteinander (Abb. 3.1.4B). Dahingegen konnte für die Mutanten mit Δerg-2-artigen 
Umwicklungen der Keimschläuche nach Zell-Zell-Kontakt zum größten Teil keine Vermischung von 
grüner und roter Fluoreszenz beobachtet werden (Abb. 3.1.4A), infolgedessen die Fusionsrate nur 
noch ungefähr 10 bis 15 % betrug (Abb. 3.1.4B). Im Zuge dieser Analysen zeigte sich darüber hinaus, 
dass die Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b, die WT-artige Zell-Zell-Kontakte ausbildet, während der 
Keimlingsfusionen ebenfalls gestört ist (Abb. 3.1.4A). Im Vergleich zum WT fusionierten nur etwa 
60 % der Zellen miteinander (Abb. 3.1.4B). Diese Resultate lassen vermuten, dass die Fusionsdefekte 
von Δerg-2 und Δerg-10a Δerg-10b unterschiedlicher Natur sind. 
Zusammen mit den vorherigen Ergebnissen (siehe Abschnitt 3.1.2) ergeben sich damit insgesamt drei 
Gruppen von erg-Mutanten, die hinsichtlich der Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion zwischen 
Keimlingen sich voneinander abgrenzende Phänotypen aufweisen: 
- die Mutanten Δerg-10a, Δerg-10b, Δerg-11 und Δerg-2 Δerg-11 zeigen ein WT-artiges 
Verhalten sowohl vor als auch nach Zell-Zell-Kontakt; 
- die Mutanten Δerg-2, Δerg-2 Δerg-10a, Δerg-2 Δerg-10b und Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b sind 
sowohl während des gerichteten Wachstums zwischen Keimlingen als auch nach Ausbildung 
der Zell-Zell-Kontakte stark beeinträchtigt, wobei hier die charakteristische Umwicklung der 
Keimschläuche nach Berührung besonders auffällt; 
- die Mutante Δerg-10a Δerg-10b weist hinsichtlich der Zell-Zell-Kommunikation sowie der 
Kontaktstellen ein WT-Verhalten auf, jedoch ist die Keimlingsfusion deutlich reduziert. 
Die detaillierte Beschreibung der Defekte der Δerg-2-Keimlinge wird im Folgenden Gegenstand von 
Abschnitt 3.2 sein, während sich Abschnitt 3.3 mit dem Fusionsdefekt von Δerg-10a Δerg-10b 
auseinandersetzen wird. 
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Abb. 3.1.4: Bestimmte erg-Mutanten weisen unterschiedliche Defekte während der Keimlingsfusionen auf. 
A: Keimlingspaare, die zytoplasmatisches GFP bzw. Cherry Red exprimieren, wurden auf MM-Platten licht- 
und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die verwendeten WT-Stämme und erg-Mutanten sind Tab. 7.1.2 zu 
entnehmen. Eine erfolgreiche Zell-Zell-Fusion ist an der Vermischung grüner und roter Fluoreszenz erkennbar. 
B: Quantitative Bestimmung der Zell-Zell-Fusionen zwischen Keimlingen. Zellpaare der Mutanten Δerg-2, 
Δerg-2 Δerg-10a, Δerg-2 Δerg-10b und Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b, deren Keimschläuche sich umeinander 
wickeln, zeigen im Vergleich zum WT eine starke Reduktion der Zell-Zell-Fusion. Auch die Doppelmutante 
Δerg-10a Δerg-10b weist trotz WT-artiger Berührungsstellen zwischen den Interaktionspartnern eine 
signifikante Abnahme der Zell-Zell-Fusion auf. Die Keimlinge der übrigen erg-Mutanten verhalten sich wie die 
des WT-Stamms. Rohdaten: siehe Tab. 7.1.2. Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 100 bis 
140 Zellpaaren. t-Test: *** p < 0,001. Größenbalken: 5 µm. 
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3.2 Die Ergosterol-Biosynthese-Mutante Δerg-2 weist eine spezifische 
Beeinträchtigung von Faktoren des MAK-1-Signaltransduktionswegs 
auf 
Die sich in der Δerg-2-Mutante akkumulierende Vorstufe von Ergosterol beeinträchtigt spezifisch 
zwei Phasen während der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen: zum einen stört dieses Intermediat das 
gerichtete Wachstum zwischen den Keimlingen, zum anderen mindert es die Fusion der Partnerzellen, 
da diese nach Berührung ihr Wachstum nicht arretieren können (siehe Abschnitte 3.1.2 & 3.1.3). 
Besonders auffällig ist diesbezüglich das bis dato einzigartige Verhalten der Δerg-2-Keimlinge, 
welches in einer komplizierten Umwicklung der Keimschläuche nach Zell-Zell-Kontakt resultiert. 
Neben der detaillierten Charakterisierung dieses Defekts widmen sich die folgenden Untersuchungen 
vor allem der Frage, welche der für die Keimlingsinteraktionen benötigten Signalproteine in der 
Mutante betroffen sind. Basierend auf vorherigen Analysen (Priegnitz, 2009; Weichert, 2011) wird 
vermutet, dass die veränderte Sterol-Zusammensetzung von Δerg-2 einen selektiven Einfluss auf 
Signaltransduktionsprozesse ausübt, die mit dem Protein SO in Verbindung stehen. Da die Mutante 
keine vollständige Blockierung der Interaktion und Fusion zwischen Keimlingen aufweist, stellt sie 
darüber hinaus ein wertvolles System dar, um das gegenwärtige Modell zur Beschreibung der 
vegetativen Zell-Zell-Kommunikation zu überprüfen und zu erweitern. 
 
3.2.1 Keimlinge der Δerg-2-Mutante setzen das gerichtete Wachstum nach 
Zell-Zell-Kontakt fort 
Keimlinge von N. crassa sind ein besonders geeignetes System, um die Kommunikation und Fusion 
zwischen eukaryotischen Zellen zu studieren. Sobald die Konidien auskeimen und sich in räumlicher 
Nähe zueinander befinden, kommt es schnell zu einer Vielzahl von Interaktionen zwischen den Zellen 
(Weichert & Fleißner, 2015). Mittels einfacher Hellfeldmikroskopie kann das Verhalten einzelner 
Keimlingspaare oder ganzer Gruppen von Zellen über mehrere Stunden hinweg analysiert werden. 
Auswirkungen von Mutationen auf die Zell-Zell-Interaktionen lassen sich dabei leicht verfolgen. 
Wie zuvor gezeigt wurde, besitzen miteinander interagierende Keimlinge der Sterol-Biosynthese-
Mutante Δerg-2 einen auffälligen Phänotyp: sie wickeln sich nach Zell-Zell-Kontakt umeinander 
(Abb. 3.1.2). Zur genaueren Beschreibung dieses Defekts wurden Zeitreihen von Zellen des WT-
Stamms (N1-01) und von Δerg-2 (N2-35) angefertigt (Abb. 3.2.1). Diese Aufnahmen sind Teil zweier 
Filme, die das Verhalten der Keimlingspaare über eine Zeitspanne von etwa zwei bzw. drei Stunden 
darstellen. 
Für das WT-Zellpaar ergab sich ein typischer Verlauf der Interaktion zwischen zwei Keimlingen. Vor 
Zell-Zell-Kontakt richteten die Keimlinge das Wachstum ihrer Keimschläuche aufeinander aus. 
Nachdem sich die stark polarisierten Zellspitzen an ihren äußersten Punkten berührt hatten, wurde das  
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Abb. 3.2.1: Miteinander interagierende Δerg-2-Keimlinge setzen nach Zell-Zell-Kontakt das gerichtete 
Wachstum fort und wickeln sich umeinander. 
A: Ein Paar von WT-Keimlingen (N1-01) wurde über einen Zeitraum beobachtet, der die Zellen vor und nach 
Zell-Zell-Kontakt darstellt. Zu Beginn der Reihe richtet sich das Wachstum der Keimschlauchspitzen 
aufeinander aus. Sobald sich die Zellen berühren, arretiert das gerichtete Wachstum (Pfeil). Im weiteren Verlauf 
werden ein Septum (Pfeilkopf) und zwei neue Zellspitzen (Sternchen) gebildet. B: Zwei Keimlinge der Δerg-2-
Mutante (N2-35) kommunizieren miteinander und berühren sich. Im Gegensatz zum WT kommt es nicht zum 
Wachstumsstopp der Zellspitzen, sodass sich die miteinander interagierenden Keimschläuche umwickeln. In 
einem der Keimlinge wird ein Septum (Pfeilkopf) gebildet. Bei diesen Bildern handelt es sich um repräsentative 
Ausschnitte zweier Filmsequenzen. Zeitangaben in Minuten. Größenbalken: 5 µm. 
gerichtete Wachstum eingestellt. Während die nun folgende Zell-Zell-Fusion lichtmikroskopisch nicht 
beobachtet werden kann, wurden aber vermutlich im Ergebnis dessen neue Polarisationsachsen 
ausgebildet (Abb. 3.2.1A). Für die Keimlinge der Mutante Δerg-2 ergab sich im Vergleich zum WT 
zunächst ein ähnlicher Beginn der Interaktion, wonach die beiden Zellen das Wachstum ihrer 
Zellspitzen aufeinander ausrichteten. Jedoch erschien die Richtungsveränderung der Zellspitzen im 
Vergleich zu den WT-Zellen weniger stark ausgeprägt. Dies wurde vor allem nach Zell-Zell-Kontakt 
deutlich, da die Spitze des einen Δerg-2-Keimlings eher einen seitlichen Bereich des Keimschlauchs 
der anderen Zelle berührte. Im Gegensatz zum WT kam es nach Berührung nicht zum Wachstums-
stopp der Δerg-2-Zellen. Infolgedessen setzen die Keimlinge das gerichtete Wachstum fort, wodurch 
sich die für Δerg-2 charakteristische Umwicklung der Keimschläuche herausbildete (Abb. 3.2.1B). 
Die Entstehung neuer Polarisationsachsen wurde für dieses Δerg-2-Zellpaar nicht beobachtet. 
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Δerg-2-Keimlinge nicht erkennen können, wenn sie sich 
berührt haben. Dadurch verbleiben die Zellen der Mutante nach Kontakt offenbar weiter im Modus des 
gerichteten Wachstums und können die darauffolgenden Schritte der Zell-Zell-Fusion nicht initiieren. 
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3.2.2 Die Deletion von erg-2 stört die Fusion zwischen vegetativen Hyphen 
Die Fusion zwischen Keimlingen von N. crassa stellt den ersten Schritt zur Bildung eines Myzels dar. 
Innerhalb dieses Pilzgeflechtes kommt es ebenfalls zu zahlreichen Interaktionen zwischen den 
Hyphen, wodurch ein hochvernetzter Vegetationskörper entsteht (Hickey et al., 2002). In beiden 
Fällen handelt es sich um Fusionsereignisse im vegetativen Lebenszyklus des Pilzes. Da Mutationen, 
die die Keimlingsinteraktionen beeinträchtigen, auch die Ausbildung von Fusionshyphen hemmen, 
wird vermutet, dass beide Prozesse einem gemeinsamen molekularen Mechanismus unterliegen 
(Weichert & Fleißner, 2015). 
Vorläufige Daten konnten zeigen, dass die Mutante Δerg-2 während der Hyphenfusionen ebenfalls 
gestört ist (Weichert, 2011). Basierend darauf wurde eine detailliertere Analyse dieses Defekts 
vorgenommen. Das WT-Myzel (N1-01) war durch typische Fusionsereignisse charakterisiert, welche 
die Hyphen untereinander vernetzten (Abb. 3.2.2A). Oftmals konnte im Hellfeld beobachtet werden, 
dass entlang dieser Fusionsbrücken Zytoplasma und Vakuolen zwischen den benachbarten Komparti-
menten transportiert wurden. Im Myzel der Δerg-2-Mutante konnte zwar eine mit dem WT vergleich-
bare Anzahl an Kontakten zwischen den Hyphen vorgefunden werden, jedoch unterschieden sich diese 
Bereiche morphologisch von denen der Kontrolle. Im Gegensatz zum WT wiesen die Fusionshyphen 
von Δerg-2 entweder deutlich verdickte Berührungsstellen auf oder wickelten sich umeinander. Das 
Verhalten dieser Hyphen glich demnach sehr dem der Keimlinge von Δerg-2 (Abb. 3.2.1B). 
Nichtsdestotrotz konnte in einigen Fällen selbst durch diese ungewöhnlichen Kontaktstellen das 
Strömen von Zytoplasma festgestellt werden. 
Zur genaueren Darstellung der Hyphenfusionen wurden die Myzelien zunächst mit Calcofluor 
White (CFW) angefärbt, um die Zellwand der Hyphen mittels Fluoreszenzmikrokopie sichtbar zu 
machen. Während sich zwischen den Fusionshyphen des WT-Stamms wie erwartet Fusionsporen 
ausgebildet hatten, blieben die Δerg-2-Hyphen nach Kontakt noch durch Zellwand voneinander 
getrennt (Abb. 3.2.2B). Dies legt die Vermutung nahe, dass in der Mutante der partielle Abbau der 
Zellwand zwischen den Fusionspartnern nicht eingeleitet werden kann, da deren Hyphen nach 
physischem Kontakt das gerichtete Wachstum nicht beenden können. Folglich kann die Fusion der 
Plasmamembran nicht initiiert werden. Zur Bestätigung dessen wurden die Hyphen in analoger Weise 
mit FM4-64 behandelt, um die Zellmembranen darstellen zu können. Entsprechend den Ergebnissen 
mit CFW traten an den Kontaktstellen zwischen den WT-Kompartimenten Fusionsporen innerhalb der 
Plasmamembran auf, die hingegen zwischen den sich berührenden Hyphen von Δerg-2 nicht vorzu-
finden waren (Abb. 3.2.2C). Diese Beobachtungen legen den Schluss nahe, dass die Mutante in Folge 
des gestörten Übergangs vom gerichteten Wachstum zum Wachstumsstopp die Umstrukturierung der 
Zellwand und damit die darauffolgende Fusion der Plasmamembranen zwischen den Fusionspartners 
kaum ermöglichen kann. 
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Abb. 3.2.2: Die Deletion von erg-2 beeinträchtigt die Fusion zwischen Hyphen innerhalb des Myzels. 
Myzelien des WT-Stamms (N1-01) und der Δerg-2-Mutante (N2-35) wurden auf MM-Platten angezogen und 
auf Fusionsereignisse zwischen Hyphen überprüft. A: Im WT-Myzel werden zahlreiche Kontakte zwischen den 
Fusionshyphen etabliert (Pfeile). Die Δerg-2-Hyphen bilden ebenfalls viele Kontakte untereinander aus, jedoch 
unterscheiden sich diese morphologisch von denen innerhalb der WT-Kolonie. Im Myzel der Mutante treten fast 
ausschließlich verdickte (Pfeilköpfe) und sich umeinander wickelnde (Sternchen) Kontakte zwischen den 
Hyphen auf. B: Die Zellwände der Myzelien wurden mit CFW angefärbt. Während sich am Kontaktpunkt der 
WT-Hyphen durch den Abbau der Zellwand eine Fusionspore ausgebildet hat (Pfeil), kann solch eine Öffnung 
zwischen Δerg-2-Hyphen nicht beobachtet werden (Sternchen). C: Die Färbung der Plasmamembran mit 
FM4-64 ergibt ebenfalls, dass im Δerg-2-Myzel im Gegensatz zu den WT-Hyphen, die eine Fusionspore an ihrer 
Kontaktstelle ausgebildet haben (Pfeil), keine Verbindung zwischen den benachbarten Kompartimenten besteht 
(Sternchen). Größenbalken: A: 20 µm, B - C: 10 µm. 
Schlussfolgernd zeigt sich, dass die Deletion von erg-2 die vegetativen Fusionsereignisse in einer 
allgemeinen Art und Weise stört. Die veränderte Sterol-Zusammensetzung der Mutante wirkt sich 
sowohl auf die Interaktionen zwischen Keimlingen als auch zwischen Hyphen negativ aus. Dieses 
Ergebnis unterstützt die Hypothese, dass beide Prozesse von einem gemeinsamen molekularen 
Mechanismus reguliert werden, welcher von strukturellen Merkmalen der Sterole abhängig ist. 
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3.2.3 Der C-terminale Bereich von ERG-2 bestimmt dessen Funktionalität 
Um zu verifizieren, dass eine bestimmte Mutation die Ursache für einen vom WT abweichenden 
Phänotyp ist, können im Allgemeinen weitere Mutanten für das betreffende Gen herangezogen 
werden, die je nach Art und Position der Genveränderung die gleichen oder ähnliche Defekte 
aufzeigen sollten. Darüber hinaus werden Komplementierungsansätze gewählt, um die nachteiligen 
Effekte einer Mutation durch das Wiedereinbringen des fehlenden Gens in das Genom auszugleichen 
und den WT-Phänotyp wiederherzustellen. 
In der bisher verwendeten Mutante Δerg-2 (N2-35) ist die komplette Sequenz des erg-2-Gens im 
Rahmen des KO-Projekts von N. crassa standardmäßig durch eine Ausschaltkassette ersetzt worden 
(Colot et al., 2006; Park et al., 2011). PCR-Analysen bestätigten das Vorhandensein dieser 
Gendeletion sowie das Fehlen des WT-Locus in der Mutante (Weichert, 2011). Zur Unterstützung der 
bisherigen Ergebnisse wurde zusätzlich ein Isolat von N. crassa verwendet, in welchem das erg-2-Gen 
durch klassische Verfahren mutagenisiert worden war (Grindle, 1974; Grindle & Farrow, 1978). Die 
Sequenzierungsanalyse dieses erg-2-Stamms (N2-29) brachte eine Nonsense-Mutation von Nukleotid 
1523 des ORF (G zu A) zum Vorschein, infolgedessen das Codon TGG zum Stopp-Codon TAG 
verändert wurde (Abb. 7.2.1). Dadurch verkürzt sich das Protein von 584 auf 507 Aminosäuren. 
Während ERG-2 des WT-Stamms acht Transmembrandomänen ausbildet, fehlt dem mutierten Protein 
ERG-2* dadurch die letzte hydrophobe Helix (Abb. 7.2.2). 
Phänotypisch verhalten sich Keimlinge von erg-2 wie die der Δerg-2-Mutante. Nach Zell-Zell-
Kontakt wickeln sich auch bei diesem Stamm die Keimschläuche der Zellen deutlich umeinander 
(Abb. 3.2.3A). Zum genaueren Vergleich der beiden Mutanten wurde die Morphologie der Kontakt-
stellen der Zellpaare bewertet. Dazu wurden drei Klassen von Zell-Zell-Kontakten definiert 
(Abb. 3.2.3B). Während zwischen den WT-Zellen (N1-01) fast ausschließlich normale Kontakte 
(Spitze an Spitze) ausgebildet wurden, dominierten bei Δerg-2 die sich umeinander drehenden 
Keimschläuche. Zusätzlich bildeten sich zwischen den Zellen der Deletionsmutante oft geschwollene 
Kontaktstellen aus, die wahrscheinlich die Vorstufe der sich umeinander wickelnden Keimschläuche 
darstellten. Diese Detailanalyse brachte für die klassische erg-2-Mutante eine ähnliche Verteilung der 
Klassen hervor wie für Δerg-2. Auch im Hinblick auf die Anzahl der Keimlinge, die gerichtet 
aufeinander zuwuchsen, unterschied sich die Mutante mit der Punktmutation nicht von der mit der 
Deletion. In beiden Fällen wurde im Vergleich zum WT eine um etwa 30 % reduzierte Anzahl 
miteinander interagierender Zellen beobachtet (Abb. 3.2.3C). 
Diese Ergebnisse legen den Schluss nah, dass in der erg-2-Mutante die Biosynthese von Ergosterol in 
einer zu Δerg-2 vergleichbaren Art und Weise gestört ist, wodurch sich ebenfalls das Sterol-
Intermediat Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol anreichern würde. In älteren Studien wurde bereits mittels 
UV-VIS-Spektroskopie die Sterol-Zusammensetzung von erg-Mutanten von N. crassa analysiert. 
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Abb. 3.2.3: Veränderungen im C-terminalen Bereich von ERG-2 beeinträchtigen die Ergosterol-
Biosynthese und das Verhalten der Keimlinge von N. crassa. 
Die Stämme WT (N1-01), Δerg-2 (N2-35), erg-2 (N2-29), Δerg-2 Pccg-1-gfp-erg-2 (MW_545) und 
Δerg-2 Pccg-1-erg-2-gfp (MW_549) wurden bezüglich des Verhaltens der Keimlinge sowie der Sterol -
Biosynthese miteinander verglichen. A: Keimlinge der klassischen erg-2-Mutante weisen den gleichen 
Fusionsdefekt wie Δerg-2 auf (Sternchen). Während die Expression von Pccg-1-gfp-erg-2 die erg-2-Deletion 
komplementiert (Pfeil), zeigen Δerg-2 Pccg-1-erg-2-gfp-Keimlinge weiterhin die Umwicklung der Keim-
schläuche nach Zell-Zell-Kontakt. B: Einteilung der Zell-Zell-Kontakte in drei Klassen. Keimlingspaare von 
Δerg-2 Pccg-1-gfp-erg-2 bilden wie die des WT-Stamms in erster Linie normale Kontaktstellen aus. Δerg-2-  
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(Abb. 3.2.3: Fortsetzung) 
und erg-2-Zellpaare bringen nach Berührung hingegen vor allem verdrehte Keimschläuche hervor. Durch die 
Expression von Pccg-1-erg-2-gfp in Δerg-2 wird das WT-Verhalten nur partiell wiederhergestellt. C: Analog zu 
B zeigen Δerg-2 und erg-2 eine vergleichbare Reduktion des gerichteten Wachstums der Keimlinge. Im 
Gegensatz zu Pccg-1-gfp-erg-2 wird durch Pccg-1-erg-2-gfp im Δerg-2-Hintergrund die Anzahl der gerichtet 
aufeinander zuwachsenden Zellen nur teilweise wiederhergestellt. D: GFP-ERG-2 bzw. ERG-2-GFP lokalisieren 
in ähnlicher Weise in der Membran des perinukleären ER. Die Zellkerne sind durch H1-dsRED markiert. Die 
Sporen wurden von einem Heterokaryon bestehend aus MW_545 bzw. MW_549 und GN8-41 generiert. E: UV-
VIS-spektroskopische Analyse der Sterol-Zusammensetzung. Der Sterol-Extrakt des WT-Stamms bringt einen 
charakteristischen Verlauf der Absorption im Bereich von 200 bis 350 nm hervor. Der Δerg-2-Extrakt weist ein 
zusätzliches Absorptions-Maximum bei ca. 225 nm auf. Während sich für erg-2 und Δerg-2 Pccg-1-erg-2-gfp 
Sterol-Profile wie für Δerg-2 ergeben, wird durch die Expression von Pccg-1-gfp-erg-2 in Δerg-2 eine dem WT 
ähnliche Sterol-Zusammensetzung erhalten. Rohdaten: siehe Tab. 7.2.1. Fehlerbalken: SD von drei Experi-
menten mit jeweils ca. 50 Zellpaaren bzw. 70 bis 120 Zellen. Größenbalken: A: 5 µm, D: 2 µm. 
Dabei ergaben sich für die einzelnen Stämme jeweils charakteristische Sterol-Profile (Grindle, 1973; 
Grindle, 1974). Sterol-Extrakte des WT-Stamms ergaben einen typischen Kurvenverlauf mit vier 
Absorptions-Maxima, der dem Profil einer Ergosterol-Lösung stark ähnelte (Abb. 7.2.3A). Das Sterol-
Profil von Δerg-2 wies ein zusätzliches Maximum auf und ähnelte sehr dem von erg-2 (Abb. 3.2.3E & 
Abb. 7.2.3B). Daher kann davon ausgegangen werden, dass das Fehlen bzw. die Verkürzung von 
ERG-2 in beiden Mutanten zu einer vergleichbaren Veränderung der Sterol-Zusammensetzung führt, 
infolgedessen sich jeweils das Intermediat Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol akkumuliert. 
Um ergänzend zu bestätigen, dass die Deletion von erg-2 den Fusionsdefekt der Keimlinge hervorruft, 
wurde versucht, die Δerg-2-Mutante durch das Wiedereinbringen des erg-2-Gens zu komplemen-
tieren. Dazu wurden gfp-erg-2- sowie erg-2-gfp-Konstrukte unter der Kontrolle des Pccg-1-Promoters 
an den his-3-Locus von N. crassa integriert. Die resultierenden Transformanten wurden über eine 
Kreuzung zu homokaryotischen Stämmen aufgereinigt und mittels PCR überprüft (Abb. 7.2.4). 
Keimlinge des Genotyps Δerg-2 Pccg-1-gfp-erg-2 (MW_545) verhielten sich wie die der WT-
Kontrolle, wonach sie eine vergleichbare Anzahl gerichteten Wachstums zeigten und normale Zell-
Zell-Kontakte ausbildeten. Im Gegensatz dazu komplementierte die Expression von Pccg-1-erg-2-gfp 
in Δerg-2 (MW_549) den Fusionsdefekt nur partiell, infolgedessen die Keimlinge vermindert 
miteinander interagierten und nach Berührung das gerichtete Wachstum oftmals fortsetzten 
(Abb. 3.2.3A bis C). 
Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass die C-terminale Fusion von GFP an ERG-2 die Funktion 
und/oder Lokalisierung der C24(28)-Sterol-Reduktase behindern könnte, wohingegen eine Fusion am 
N-Terminus keine Beeinträchtigung des Enzyms hervorruft. Daher wurde die subzelluläre Lokali-
sierung beider GFP-Fusionsproteine mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. In beiden Fällen 
lokalisierten die Konstrukte ununterscheidbar voneinander in ringförmigen Strukturen, die vor allem 
in frisch gebildeten Konidien innerhalb eines Myzels sichtbar waren. Da die Sterol-Biosynthese in der 
Membran des ER stattfindet und ERG-2 ein Transmembranprotein ist (Zweytick et al., 2000), wurde 
angenommen, dass es sich bei diesen Anordnungen um perinukleäres ER handelt. In Heterokaryen 
bestehend aus MW_545 bzw. MW_549 und dem Stamm GN8-41, der eine Fusion des Histons H1 mit 
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dsRED exprimiert, umhüllten die Signale von GFP-ERG-2 bzw. ERG-2-GFP die rot fluoreszierenden 
Zellkerne (Abb. 3.2.3D). Um zu überprüfen, ob die Lokalisierung dieser GFP-Konstrukte im ER die 
Biosynthese von Ergosterol ermöglicht, wurde die Sterol-Zusammensetzung beider Stämme 
analysiert. Ein Sterol-Extrakt von Δerg-2 Pccg-1-gfp-erg-2 wies den gleichen Verlauf wie der des 
WT-Stamms auf, wohingegen der Stamm Δerg-2 Pccg-1-erg-2-gfp das für die Deletionsmutante 
typische Sterol-Profil zeigte (Abb. 3.2.3E). 
Diese Ergebnisse zeigen, dass die N-terminale Fusion von GFP an ERG-2 funktionell ist und sowohl 
die Biosynthese von Ergosterol als auch die Zell-Zell-Interaktionen in vollem Umfang ermöglicht. Der 
C-terminale Bereich des Enzyms hingegen scheint sensitiv gegenüber Veränderungen zu sein und 
beherbergt möglicherweise Domänen, die an der Biokatalyse selbst und/oder an Protein-Protein-
Interaktionen während der Sterol-Biosynthese beteiligt sind. 
 
3.2.4 Die Deletion von erg-2 beeinträchtigt die subzelluläre Lokalisierung 
des Signalproteins SO während der Zell-Zell-Kommunikation 
Die Kommunikation zwischen Keimlingen von N. crassa wird unter anderem durch zytoplasmatische 
Proteine vermittelt, die an die Plasmamembran der miteinander interagierenden Zellen rekrutiert 
werden (siehe Abschnitt 1.3). Von besonderem Interesse ist dabei die dynamische Wechselwirkung 
der MAP-Kinase MAK-2 und des Proteins SO mit der Zellperipherie, da sie einen Mechanismus 
erahnen lässt, mit welchem genetisch identische Zellen ihr Verhalten gegenseitig koordinieren könnten 
(Fleissner et al., 2009a). Zum besseren Verständnis dieser ungewöhnlichen Membran-Rekrutierung 
eignet sich die Sterol-Biosynthese-Mutante Δerg-2, deren verminderte Fähigkeit zur Zell-Zell-
Kommunikation wahrscheinlich auf veränderte Membran-Eigenschaften zurückzuführen ist. Da 
vorläufige Daten auf eine spezifische Beeinflussung von SO, jedoch nicht von MAK-2, in der Mutante 
hinweisen (Priegnitz, 2009; Weichert, 2011), wurde im Rahmen dieser Arbeit eine detailliertere 
Beschreibung der dynamischen Rekrutierung beider Signalproteine in Δerg-2-Keimlingen vorge-
nommen. 
Die Untersuchung der Lokalisierung eines MAK-2-GFP-Fusionsproteins erfolgte in Keimlingen mit 
WT- (N1-41) bzw. Δerg-2-Hintergrund (N2-48). Für den WT-Stamm gelang es, eine stabile 
Filmaufnahme anzufertigen, die die Beobachtung der MAP-Kinase über einen Zeitraum von ungefähr 
60 min erlaubte. Repräsentative Ausschnitte dieser Bildersequenz zeigen die oszillierende Rekrutie-
rung von MAK-2-GFP während des gerichteten Wachstums der Zellen, die Konzentration des Proteins 
an der Kontaktstelle beider Keimlinge sowie die Bildung einer Fusionspore (Abb. 3.2.4A). 
Unabhängig von dieser spezifischen Lokalisierung der MAP-Kinase wurden Fluoreszenzsignale im 
Zytoplasma und in den Vakuolen beobachtet, die mit der Dauer der Belichtung der Probe ausblichen. 
In Keimlingen der Δerg-2-Mutante wurde MAK-2-GFP vor Zell-Zell-Kontakt ununterscheidbar vom  
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Abb. 3.2.4: Die Deletion von erg-2 beeinflusst nicht die Rekrutierung der MAP-Kinase MAK-2 in 
miteinander interagierenden Keimlingen. 
Die Lokalisierung von MAK-2-GFP in WT- (N1-41) und Δerg-2-Keimlingen (N2-48) wurde fluoreszenz-
mikroskopisch untersucht. A: Zeitreihe von MAK-2-GFP in einem WT-Zellpaar. Während des gerichteten 
Wachstums wird die MAP-Kinase alternierend an die Zellspitzen beider Keimschläuche rekrutiert (Pfeile). 
Nachdem sich die Zellen berührt haben, akkumuliert MAK-2-GFP an der Kontaktstelle (Pfeilkopf), lokalisiert 
daraufhin ringförmig entlang der Fusionspore (Sternchen) und wird vom Fusionspunkt abgezogen. Bei diesen 
Bildern handelt es sich um repräsentative Ausschnitte einer Filmaufnahme. B: Lokalisierung von MAK-2-GFP 
in Δerg-2-Keimlingen vor Zell-Zell-Kontakt. Die MAP-Kinase wird in der Mutante ähnlich wie im WT 
oszillierend an die Spitzen der Keimschläuche rekrutiert (Pfeile). C: Nach Zell-Zell-Kontakt konzentriert sich 
MAK-2-GFP zwar an der Kontaktstelle der Δerg-2-Keimlinge (Pfeil), fehllokalisiert aber gleichzeitig entlang 
eines Bereichs der Zellspitze, der die Partnerzelle nicht berührt (Pfeilkopf). In Zellpaaren, die sich umeinander 
wickeln, lokalisiert die MAP-Kinase vor allem an den äußersten Enden der sich in gerichtetem Wachstum 
befindlichen Keimschläuche (Sternchen). Zeitangaben in Minuten. Größenbalken: jeweils 5 µm. 
WT an die Zellspitzen miteinander interagierender Zellen rekrutiert (Abb. 3.2.4B). Auch die 
Zeitintervalle für den Wechsel der Fluoreszenzsignale waren denen im WT ähnlich. Im Vergleich zur 
Kontrolle fehllokalisierte MAK-2-GFP jedoch in Δerg-2, nachdem sich die Keimlinge berührt hatten 
(Abb. 3.2.4C). Obwohl sich das Signalprotein teilweise an der Kontaktstelle beider Δerg-2-Zellen 
konzentrierte, trat es zusätzlich entlang eines Bereichs auf, der nicht in physischem Kontakt mit der 
Partnerzelle stand. In Keimlingen, die sich umeinander wickelten, lokalisierte MAK-2-GFP an den 
äußersten Enden der sich in Interaktion befindlichen Keimschläuche. Das Signal konnte dabei auch in 
solchen Bereichen der Keimschläuche beobachtet werden, die die Partnerzelle nicht direkt berührten 
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(Abb. 3.2.4C). Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass MAK-2 in Δerg-2 effizient rekrutiert wird. Die 
Fehllokalisierung der MAP-Kinase an die Zellspitzen sich umeinander wickelnder Keimlinge 
korreliert vermutlich damit, dass die Zellen der Mutante nach Kontakt im Modus des gerichteten 
Wachstums verbleiben. 
Zur Analyse der subzellulären Lokalisierung des zytoplasmatischen Signalproteins SO in Keimlingen 
wurden WT- (N1-20) bzw. Δerg-2-Stämme (N2-49) verwendet, die SO-GFP exprimieren. In einer 
Zeitreihe mit WT-Keimlingen wurde die charakteristische Rekrutierung des Proteins in miteinander 
interagierenden Zellen beobachtet. Ähnlich zu der MAP-Kinase MAK-2 wurde SO-GFP vor Zell-Zell-
Kontakt alternierend an die Zellspitzen beider Keimschläuche rekrutiert (Abb. 3.2.5A). Der zeitliche 
Verlauf war mit demjenigen von MAK-2 vergleichbar. Neben der allgemeinen zytoplasmatischen 
Fluoreszenz von SO-GFP wurden Signale variabler Intensität zudem in Kompartimenten beobachtet, 
die wahrscheinlich Vakuolen verschiedenster Größe und Form darstellten. Bei den dunklen, runden 
Bereichen innerhalb der Zellen handelt es sich um indirekt sichtbare Zellkerne, in denen das Protein 
nicht lokalisiert (Fleissner et al., 2009a). Bezüglich des zeitlichen Verlaufs wiesen Keimlinge der 
Δerg-2-Mutante eine zu den WT-Zellen ähnliche Dynamik der Rekrutierung von SO-GFP auf 
(Abb. 3.2.5B). Im Gegensatz zum WT war jedoch die Signalmenge, die an die Plasmamembran 
rekrutiert wurde, in Δerg-2-Keimlingen sichtbar reduziert. Zudem fehllokalisierten viele dieser 
SO-Komplexe in punktuellen Signalen entlang der gesamten Zellperipherie. Noch deutlicher wurde 
die Fehllokalisierung von SO-GFP in Zellpaaren, die sich berührt hatten. Während sich in 
WT-Keimlingen nach Zell-Zell-Kontakt das Signalprotein an der Fusionsstelle stark fokussierte 
(Abb. 3.2.5C), kam es in sich berührenden Δerg-2-Paaren deutlich zur Fehllokalisierung von SO-GFP 
entlang der Plasmamembran (Abb. 3.2.5D & E). Dabei wurde beobachtet, dass das Protein weiterhin 
oszillierend zwischen den Partnerzellen rekrutiert wurde (Abb. 3.2.5E). In Zellpaaren der Mutante, die 
sich nach Kontakt umeinander gewickelt hatten, war die Fehllokalisierung von SO-GFP am ausge-
prägtesten. Hier verteilten sich die punktförmigen Signale des Proteins über die gesamte Länge der 
sich verdrehenden Keimschläuche (Abb. 3.2.5D). Diese Beobachtungen zeigen, dass die subzelluläre 
Lokalisierung von SO durch die veränderte Sterol-Zusammensetzung in Δerg-2 sowohl vor als auch 
nach Zell-Zell-Kontakt stark beeinträchtigt wird. Möglicherweise geht eine gestörte Funktionalität von 
Signalprozessen, an denen SO beteiligt ist, mit den Defekten dieser Mutante einher. 
Die räumliche und zeitliche Rekrutierung von MAK-2 und SO sind fein aufeinander abgestimmt. In 
miteinander interagierenden Keimlingen werden beide Signalproteine stets in Antiphase an die 
Zellspitzen der Keimlinge rekrutiert und kolokalisieren nicht (Fleissner et al., 2009a). Um zu 
überprüfen, ob die Deletion von erg-2 Auswirkungen auf diese Dynamik hat, wurden hetero-
karyotische Stämme generiert, die sowohl MAK-2-GFP als auch dsRED-SO im WT- (MW_432) bzw. 
Δerg-2-Hintergrund (MW_433) exprimieren. In WT-Keimlingen wurde die charakteristische, 
wechselseitige Rekrutierung beider Signalproteine beobachtet. Dabei lokalisierten MAK-2-GFP und 
ERGEBNISSE - Abschnitt 3.2 
93 
 
 
Abb. 3.2.5: In Δerg-2-Keimlingen fehllokalisiert das Signalprotein SO entlang der Plasmamembran. 
Die Lokalisierung von SO-GFP wurde in WT- (N1-20) und Δerg-2-Keimlingen (N2-49) mittels Fluoreszenz-
mikroskopie untersucht. A: In miteinander interagierenden WT-Zellen wird SO-GFP oszillierend an die 
Zellspitzen beider Keimschläuche rekrutiert (Pfeile). B: In Zellpaaren der Mutante Δerg-2 wird SO-GFP 
ebenfalls alternierend rekrutiert (Pfeile). Im Gegensatz zum WT erscheint dessen Rekrutierung jedoch 
schwächer. Zudem fehllokalisiert das Signalprotein in punktuellen Komplexen entlang der Plasmamembran 
beider Keimlinge. C: Nachdem sich WT-Keimlinge berührt haben, fokussiert SO-GFP an der Kontaktstelle der 
Zellen (Pfeilkopf). D: In Δerg-2-Zellen fehllokalisiert SO-GFP entlang der gesamten Länge der sich umeinander 
wickelnden Keimschläuche (Sternchen). E: In Δerg-2-Keimlingen kommt es nach Zell-Zell-Kontakt zu einer 
oszillierenden Fehllokalisierung von SO-GFP (Pfeile). Eine Fokussierung des Signalproteins an der Kontakt-
stelle kann nicht beobachtet werden. Zeitangaben in Minuten. Größenbalken: jeweils 5 µm. 
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dsRED-SO wie erwartet in Antiphase zueinander an den Keimschlauchspitzen (Abb. 3.2.6A). Dieses 
Rekrutierungsmuster zeigte sich in 38 von insgesamt 52 beobachteten WT-Zellpaaren. In den 
restlichen 14 Paaren wurde entweder nur das Signal für MAK-2-GFP oder dsRED-SO an den Zell-
spitzen beobachtet. Dies war vor allem einer ungleichmäßigen Verteilung der Fluoreszenzsignale im 
Heterokaryon geschuldet, wodurch einzelne Keimlinge eine starke Verschiebung in Richtung grüner 
oder roter Fluoreszenz aufweisen konnten. Nachdem sich die WT-Keimlinge berührt hatten, 
kolokalisierten beide Proteine transient am Fusionspunkt, wobei MAK-2 dort länger verweilte und ein 
ringförmiges Lokalisierungsmuster aufwies (Abb. 7.2.5). Im Heterokaryon der Δerg-2-Mutante ergab  
 
Abb. 3.2.6: Die dynamische, oszillierende Rekrutierung von MAK-2 und SO in Keimlingen wird durch die 
Δerg-2-Mutation nicht beeinträchtigt. 
In heterokaryotischen Stämmen, die im WT- bzw. im Δerg-2-Hintergrund sowohl MAK-2-GFP als auch dsRED-
SO exprimieren (MW_432 bzw. MW_433), wurde die oszillierende Rekrutierung beider Signalproteine 
untersucht. A: Gerichtet aufeinander zuwachsende WT-Keimlinge rekrutieren MAK-2-GFP und dsRED-SO in 
Antiphase an die Zellspitzen der Keimschläuche (Pfeile). Eine Kolokalisierung beider Signalproteine kann nicht 
beobachtet werden. B: In miteinander interagierenden Δerg-2-Zellen werden MAK-2-GFP und dsRED-SO 
ebenfalls alternierend und in Antiphase zueinander an die Plasmamembran beider Keimschläuche 
rekrutiert (Pfeile). Anmerkung: In beiden Heterokaryen wurde in gleicher Weise und unabhängig von der 
spezifischen Rekrutierung der Signalproteine eine starke Anreicherung von GFP- und dsRED-Signalen in 
subzellulären Kompartimenten festgestellt, die vermutlich Vakuolen darstellen. Zeitangaben in Minuten. 
Größenbalken: DIC-Bilder: 5 µm, Fluoreszenz-Bilder: 2 µm. 
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sich eine mit dem WT vergleichbare Dynamik. Auch hier wurden MAK-2-GFP und dsRED-SO nie 
gleichzeitig an ein und derselben Zellspitze beobachtet (Abb. 3.2.6B). Von insgesamt 42 analysierten 
Keimlingspaaren der Mutante zeigten 30 die Rekrutierung beider Signalproteine in Antiphase 
zueinander. In den übrigen 12 Zellpaaren erschwerte neben einem unausgeglichenen Heterokaryon vor 
allem die starke Aggregation von dsRED in Vakuolen die Beobachtung der ohnehin schwach 
rekrutierten, punktförmigen SO-Komplexe. 
Zusammenfassend beeinträchtigt Δerg-2 per se nicht das dynamische Rekrutierungsmuster der 
Signalproteine MAK-2 und SO während der Zell-Zell-Kommunikation von Keimlingen, sodass die 
Zellen der Mutante wahrscheinlich zwischen den Modi Signal-Senden und -Empfangen wechseln 
können. Jedoch demonstrieren die Ergebnisse gleichzeitig, dass die robuste Rekrutierung von SO, 
nicht aber die von MAK-2, deutlich gestört ist. Vermutlich sind Signalwege, an denen SO beteiligt ist, 
spezifisch von Membran-Sterolen abhängig. 
 
3.2.5 Interaktionen mit Δerg-2 stören die Lokalisierung von SO in 
WT-Keimlingen 
Die Zell-Zell-Kommunikation zwischen Keimlingen erfordert, dass beide Zellen ihr Verhalten 
koordinieren und aufeinander abstimmen (Fleissner et al., 2009a). Beeinträchtigungen in nur einem 
der beiden Interaktionspartner genügen, um das gerichtete Wachstum einer für gewöhnlich kompe-
tenten Partnerzelle zu stören (Fleissner et al., 2005; Leeder et al., 2013; Palma-Guerrero et al., 2013). 
Beispielweise interagieren WT-Zellen nicht mit Keimlingen der Mutante Δso (Fleissner et al., 2005). 
Um besser zu verstehen, wie sich zwei miteinander kommunizierende Zellen gegenseitig beeinflussen, 
wurden Paare bestehend aus WT- und Δerg-2-Keimlingen analysiert. In vorherigen Untersuchungen 
wurde bereits erkannt, dass die WT-Partnerzelle in diesen gemischten Zellpaaren hinsichtlich des 
gerichteten Wachstums dominiert (Priegnitz, 2009; Weichert, 2011). Darauf aufbauend wurde in 
dieser Arbeit das Verhalten beider Interaktionspartner im Detail bewertet. Es wird angenommen, dass 
der WT einen positiven Einfluss auf Δerg-2 ausübt, während umgekehrt die Mutante die Fähigkeit der 
WT-Partnerzelle zur Zell-Zell-Kommunikation mindert. 
Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass typischerweise beide WT-Keimlinge das Wachstum 
ihrer Keimschläuche aufeinander ausrichten (Abb. 3.1.2 & Abb. 3.2.1). Eine quantitative Analyse 
dieses Verhaltens ergab, dass etwa 60 % der WT-Paare (N3-06 + N3-07) durch beidseitige Inter-
aktionen charakterisiert waren (Abb. 3.2.7A). In den restlichen Zellpaaren zeigte jedoch wenigstens 
einer der beiden Keimlinge eine deutliche Repolarisation der Zellspitze. Im Gegensatz dazu war die 
große Mehrheit der Δerg-2-Keimlingspaare (N2-46 + N2-47) durch ein einseitig ausgebildetes 
Interaktionsverhalten geprägt. In etwa 70 % der Fälle wuchs nur einer der beiden Keimlinge erkennbar 
auf eine potenzielle Partnerzelle zu, welche im Vergleich dazu kaum oder kein gerichtetes Wachstum 
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zeigte (Abb. 3.2.7A). In gemischten Paaren (N3-06 + N2-47) wurden GFP- bzw. Cherry Red-
exprimierende Stämme verwendet, um WT- und Δerg-2-Keimlinge voneinander unterschieden zu 
können. Innerhalb dieser heterogenen Population traten allgemein Interaktionen zwischen beiden 
Stämmen auf, jedoch kommunizierten die WT-Zellen scheinbar bevorzugt untereinander und weniger 
 
Abb. 3.2.7: Keimlinge von Δerg-2 weisen eine einseitig ausgerichtete Zell-Zell-Kommunikation auf. 
A: In WT-Paaren (N3-06 + N3-07) zeigen vornehmlich beide Keimlinge eine deutliche Ausrichtung ihres 
Wachstums zur Partnerzelle (Pfeile). Keimlingspaare der Δerg-2-Mutante (N2-46 + N2-47) weisen im Vergleich 
dazu eher einseitig ausgerichtete Interaktionen auf, wobei eine der beiden Zellen oftmals keine erkennbare 
Repolarisation des Wachstums zeigt (Sternchen). B: WT-Zellen (N3-06) interagieren mit Δerg-2-Keimlingen 
(N2-47). In diesen gemischten Zellpaaren zeigt der WT eine deutlichere Ausrichtung des Wachstums als die 
Mutante (Pfeile). Das einseitige Interaktionsverhalten der WT-Zellen gegenüber denen von Δerg-2 dominiert 
diese Paare. Dabei sind die Δerg-2-Keimlinge oft nicht in der Lage, ihre Zellspitzen klar in Richtung der WT-
Zellen auszurichten (Sternchen). C: In gemischten Paaren bestehend aus WT (N3-06) und Δerg-2 (N2-47) 
kommt es nach Zell-Zell-Kontakt kaum zum Umwickeln der Keimschläuche. Oft wird die Fusion beider 
Keimlinge beobachtet. Jedoch erscheinen die Berührungsstellen vornehmlich geschwollen (Pfeil). 
Rohdaten: siehe Tab. 7.2.2. Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 50 bis 100 Zellpaaren. 
Größenbalken: jeweils 5 µm. 
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mit denen der Mutante. Die Fähigkeit der WT-Keimlinge zur Neuausrichtung der Zellspitzen war in 
diesen gemischten Zellpaaren wie erwartet zudem viel ausgeprägter als in der Δerg-2-Mutante. In 
etwa 60 % dieser Zellpaare wuchs der WT einseitig auf Δerg-2 zu, umgekehrt kam es nur in ca. 10 % 
der Fälle dazu (Abb. 3.2.7B). Der Anteil beidseitig ausgerichteter Interaktionen zwischen WT und 
Δerg-2 lag mit etwas mehr als 30 % interessanterweise nicht wesentlich höher als in den Zellpaaren, 
die aus zwei Keimlingen der Mutante bestanden. 
Während der Analyse gemischter Zellpaare fiel auf, dass sich nach physischem Kontakt mit einem 
WT-Keimling das Verhalten von Δerg-2 deutlich verbesserte. Anders als in sich umeinander 
wickelnden Δerg-2-Paaren bewirkte die Gegenwart einer WT-Zelle, dass die Mutante nach Zell-Zell-
Kontakt das gerichtete Wachstum einstellte (Abb. 3.2.7C). Diese gemischten Interaktionen waren 
jedoch im Vergleich zu WT-Paaren vor allem durch geschwollene Kontaktstellen geprägt. Dennoch 
kam es zwischen WT- und Δerg-2-Keimlingen häufig zur Vermischung grüner und roter Fluoreszenz. 
Dieses Ergebnis deckt sich mit vorherigen Beobachtungen, nach denen die Gegenwart der WT-Zellen 
den starken Fusionsdefekt von Δerg-2 teilweise kompensiert (Priegnitz, 2009; Weichert, 2011). 
Wie zuvor gezeigt wurde, fehllokalisiert MAK-2 in Δerg-2-Keimlingen, sobald sich die Keim-
schläuche berührt haben und sich umeinander wickeln (Abb. 3.2.4C). Möglicherweise steht diese 
Fehllokalisierung der MAP-Kinase in direkter Verbindung mit dem Verhalten der Mutante, nach Zell-
Zell-Kontakt das gerichtete Wachstum fortzusetzen. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde 
MAK-2-GFP in gemischten Zellpaaren analysiert. Dazu wurden drei Klassen definiert, anhand derer 
die Lokalisierung von MAK-2-GFP bewertet wurde (Abb. 3.2.8). In WT-Paaren (N1-41 + N3-07) kam 
es vor allem zur deutlichen Fokussierung des Proteins an der Fusionsstelle bzw. entlang der 
Kontaktfläche beider Zellen. In Zellpaaren von Δerg-2 (N2-48 + N2-47), die sich schon berührt aber 
noch nicht umeinander gewickelt hatten, lag MAK-2-GFP weniger fokussiert bzw. fehllokalisiert in 
Bereichen abseits der Kontaktfläche beider Keimschläuche vor. In gemischten Keimlingspaaren 
(N1-41 + N2-47 bzw. N2-48 + N3-07) verschob sich die Verteilung dieser Lokalisierungs-Klassen 
zum Nachteil des WT-Stamms bzw. zu Gunsten von Δerg-2. Während der Kontakt mit der Mutante zu 
einer weniger fokussierten Lokalisierung von MAK-2-GFP im WT führte, reduzierte sich in Δerg-2 
durch die Interaktion mit dem WT der Anteil fehllokalisierter Signale. Die Ergebnisse zeigen, dass die 
morphologische Ausprägung der Kontaktstelle zwischen beiden Zellen (Abb. 3.2.7C) mit dem 
Lokalisierungsmuster von MAK-2-GFP (Abb. 3.2.8) korreliert. Demnach geht der Wachstumsstopp 
der Δerg-2-Keimschläuche, die mit WT-Zellen in Kontakt treten, mit einer verstärkten Fokussierung 
von MAK-2-GFP in der Mutante einher. Die Fehllokalisierung der MAP-Kinase nach Zell-Zell-
Kontakt könnte dabei entweder Ursache oder Folge des für die Δerg-2-Keimlinge charakteristischen 
Phänotyps sein. 
Im Gegensatz zur robusten Rekrutierung von MAK in Δerg-2-Keimlingen vor und nach Zell-Zell-
Kontakt (Abb. 3.2.4) wird das Signalprotein SO in der Mutante nur schwach rekrutiert und 
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fehllokalisiert zudem entlang der gesamten Plasmamembran der Zellen (Abb. 3.2.5). Es wird 
vermutet, dass in erster Linie diese starke Beeinträchtigung von SO die Defekte der Δerg-2-Zellen 
hervorruft. Daher wurde in gemischten Zellpaaren bestehend aus WT und Δerg-2 untersucht, 
inwiefern die Rekrutierung des Signalproteins wechselseitig beeinflusst wird. In Anlehnung an die 
vorherige Analyse von MAK-2-GFP (Abb. 3.2.8) wurden wiederum drei Lokalisierungs-Klassen fest-
gelegt, um Unterschiede in der Verteilung von SO-GFP zu beschreiben (Abb. 3.2.9 & Abb. 3.2.10). 
Vor Zell-Zell-Kontakt (Abb. 3.2.9) konzentrierte sich das Protein in den WT-Paaren (N1-22 + N3-07) 
zum größten Teil an den äußersten Enden bzw. entlang eines ausgedehnteren Bereichs der 
Keimschlauchspitzen. In den Keimlingspaaren der Δerg-2-Mutante (N2-49 + N2-47) wurde dagegen 
fast ausschließlich die zuvor beschriebene schwache Rekrutierung und Fehllokalisierung von SO-GFP 
 
Abb. 3.2.8: Interaktionen mit dem WT verbessern die Lokalisierung von MAK-2-GFP in Δerg-2-
Keimlingen nach Zell-Zell-Kontakt. 
WT- (N1-41 + N3-07), Δerg-2- (N2-48 + N2-47) und gemischte Keimlingspaare (N1-41 + N2-47 bzw. N2-48 + 
N3-07) wurden hinsichtlich der Lokalisierung von MAK-2-GFP nach Zell-Zell-Kontakt analysiert. Dazu wurden 
drei Lokalisierungs-Klassen definiert - Klasse I: deutliche Fokussierung von MAK-2-GFP am Fusionspunkt 
(Pfeil); Klasse II: Konzentration entlang einer verbreiterten Kontaktfläche (Pfeilkopf); Klasse III: zusätzliche 
Verteilung der Signale an Bereichen abseits der Berührungsfläche (Sternchen). Während in WT-Paaren die 
fokussierte Lokalisierung der MAP-Kinase an der Fusionsstelle vorherrscht (Pfeil), fehllokalisiert das Protein in 
Δerg-2 zusätzlich entlang von Bereichen der Keimschläuche, die sich nicht direkt berührt haben (Sternchen). In 
gemischten Zellpaaren verbessert die Gegenwart des WT-Keimlings die Lokalisierung von MAK-2-GFP in der 
Δerg-2-Partnerzelle. Umgekehrt nimmt die klare Fokussierung der MAP-Kinase in WT-Zellen, die mit Δerg-2 
interagieren (Pfeilköpfe), etwas ab. Pro Ansatz wurden etwa 100 Zellpaare betrachtet. Rohdaten: siehe 
Tab. 7.2.3. Größenbalken: jeweils 5 µm. 
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beobachtet. In WT-Zellen, die gerichtet auf Δerg-2 zuwuchsen (N1-22 + N2-47), war die 
Fokussierung des Signals an den Zellspitzen deutlich reduziert. SO-GFP lokalisierte in diesen 
gemischten Zellpaaren zunehmend entlang eines größeren Bereichs der Plasmamembran. 
Interessanterweise wurden trotz der Gegenwart der WT-Keimlinge weder die schwache Rekrutierung 
noch die starke Fehllokalisierung des Proteins in den Δerg-2-Zellen (N2-49 + N3-07) beeinflusst. 
Eine ähnliche Verteilung der Lokalisierungs-Klassen von SO-GFP in diesen WT-, Δerg-2- und 
heterogenen Zellpaaren wurde beobachtet, nachdem sich die Keimlinge berührt hatten (Abb. 3.2.10). 
Während es in den WT-Paaren vor allem zur Fokussierung des Proteins an der Kontaktstelle beider 
Zellen kam, trat in den Keimlingspaaren der Mutante wiederum die charakteristische Fehllokalisierung 
 
Abb. 3.2.9: Während des gerichteten Wachstums beeinträchtigen Keimlinge von Δerg-2 die Lokalisierung 
von SO-GFP in WT-Zellen. 
WT- (N1-22 + N3-07), Δerg-2- (N2-49 + N2-47) und gemischte Keimlingspaare (N1-22 + N2-47 bzw. N2-49 + 
N3-07) wurden bezüglich der Lokalisierung von SO-GFP vor Zell-Zell-Kontakt analysiert. Hierzu wurden drei 
Lokalisierungs-Klassen definiert - Klasse I: deutliche Fokussierung von SO-GFP an der Zellspitze (Pfeil); 
Klasse II: Verteilung der Signale über einen größeren Bereich der Zellspitze (Pfeilkopf); Klasse III: schwache 
Rekrutierung und punktförmige Fehllokalisierung des Proteins entlang der gesamten Membran (Sternchen). In 
miteinander interagierenden WT-Zellen wird SO-GFP deutlich an die Spitzen der Keimschläuche rekrutiert 
(Pfeil). Durch die Wechselwirkung mit Δerg-2-Keimlingen wird diese robuste Lokalisierung gestört (Pfeilkopf). 
In Δerg-2-Zellpaaren wird SO-GFP nur schwach rekrutiert und fehllokalisiert entlang der gesamten Plasma-
membran (Sternchen). Interaktionen von Δerg-2 mit dem WT verbessern diese Fehllokalisierung nicht 
(Pfeilkopf). Pro Ansatz wurden etwa 10 bis 40 Zellpaare betrachtet. Rohdaten: siehe Tab. 7.2.3. Größenbalken: 
jeweils 5 µm. 
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von SO-GFP in Form punktförmiger Signale entlang der gesamten Plasmamembran auf. In WT-
Keimlingen, die mit Δerg-2 Zell-Zell-Kontakte ausgebildet hatten, wurde die Lokalisierung des 
Signalproteins wiederum beeinträchtigt. Zudem bewirkte der WT erneut keine Verbesserung bezüglich 
der schwachen Rekrutierung und Fehllokalisierung von SO-GFP in Δerg-2-Zellen. 
 
Abb. 3.2.10: In WT-Zellen wird die Lokalisierung von SO-GFP nach Zell-Zell-Kontakt durch die 
Gegenwart von Δerg-2 gestört. 
WT- (N1-22 + N3-07), Δerg-2- (N2-49 + N2-47) und gemischte Keimlingspaare (N1-22 + N2-47 bzw. N2-49 + 
N3-07) wurden hinsichtlich der Lokalisierung von SO-GFP analysiert, nachdem sich die Zellen berührt hatten. 
Dazu wurden drei Lokalisierungs-Klassen definiert - Klasse I: deutliche Fokussierung von SO-GFP an der 
Fusionsstelle (Pfeil); Klasse II: weniger fokussierte Verteilung der Signale entlang der Kontaktfläche 
(Pfeilkopf); Klasse III: schwache Rekrutierung und punktförmige Fehllokalisierung des Proteins entlang der 
gesamten Membran (Sternchen). Nach Zell-Zell-Kontakt konzentriert sich SO-GFP deutlich an der Kontaktstelle 
beider WT-Keimlinge (Pfeil). Im Gegensatz dazu fehllokalisiert das Protein in Δerg-2-Zellpaaren in punktuellen 
Signalkomplexen entlang der gesamten Plasmamembran (Sternchen). In WT-Zellen, die mit Δerg-2 interagieren, 
lokalisiert SO-GFP weniger fokussiert an der Berührungsstelle. Teilweise kommt es hier zur Fehllokalisierung 
des Proteins (Pfeilkopf). In diesen gemischten Zellpaaren kann zudem keine Verbesserung der Lokalisierung von 
SO-GFP in Δerg-2 beobachtet werden (Sternchen). Pro Ansatz wurden etwa 20 bis 30 Zellpaare betrachtet. 
Rohdaten: siehe Tab. 7.2.3. Größenbalken: jeweils 5 µm. 
Schlussfolgernd zeigt sich, dass Δerg-2 die Rekrutierung bzw. Lokalisierung von SO in WT-
Keimlingen über eine räumliche Distanz hinweg stören kann. Diese Ergebnisse unterstreichen, dass 
beide Partnerzellen während des Zelldialogs ihr Verhalten koordinieren und aufeinander abstimmen. 
Möglicherweise ist in Δerg-2 das Senden und/oder Empfangen eines Signals beeinträchtigt und 
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erschwert dadurch Signalprozesse in der Partnerzelle. Interessanterweise haben WT-Zellen selbst nach 
physischem Kontakt keinen Einfluss auf die Verteilung von SO an der Plasmamembran von Δerg-2. 
Diese Beobachtung lässt vermuten, dass Signalkomplexe mit SO (und nicht mit MAK-2) in direkter 
Weise durch die veränderte Sterol-Zusammensetzung der Mutante beeinträchtigt werden. 
 
3.2.6 Die Manipulation des Proteins SO provoziert Δerg-2-ähnliche 
Defekte während der Keimlingsinteraktionen 
Die dynamische Rekrutierung von MAK-2 und SO während der Zell-Zell-Kommunikation setzt 
voraus, dass beide Proteine zwischen einem zytoplasmatischen und einem Membran-assoziierten 
Status wechseln können (Fleissner et al., 2009a). In einer vorherigen Studie wurde versucht, diese 
Signalproteine durch das künstliche Anfügen eines Membran-Ankers permanent an der Plasma-
membran zu halten und damit die Dynamik des Prozesses zu stören (Lemanski, 2010). Zwar bewirkte 
die Modifikation von SO-GFP mit dem Farnesylierungsmotiv der humanen GTPase H-Ras (Ahearn 
et al., 2012) nicht die erwünschte Membran-Lokalisierung, jedoch wurde interessanterweise die 
Zell-Zell-Kommunikation zwischen Keimlingen auf eine zu der Sterol-Biosynthese-Mutante Δerg-2 
ähnliche Weise beeinträchtigt (Lemanski, 2010; Müller, 2014). 
Basierend auf diesen Ergebnissen sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden, welche 
molekularen Konsequenzen die Farnesylierung von SO-GFP für das Signalprotein hat und ob dabei 
ein Zusammenhang mit Membran-Sterolen besteht. Dazu wurde zunächst das Verhalten von 
Keimlingen der Mutante Δso SO-GFP-Farnesyl (MT-06-96H) mit dem der WT- (N1-01) bzw. Δerg-2-
Zellen (N2-35) verglichen. Der Großteil der Keimlingspaare dieser Mutante bildete im Gegensatz zum 
WT geschwollene sowie verdrehte Zell-Zell-Kontakte aus, die morphologisch mit denen von Δerg-2 
vergleichbar waren (Abb. 3.2.11A). Eine quantitative Bewertung verdeutlichte, dass die Zellpaare von 
Δso SO-GFP-Farnesyl mit der Dauer der Kultivierung zunehmend denen der Sterol-Biosynthese-
Mutante ähnelten, jedoch nicht das gleiche Ausmaß erreichten (Tab. 7.2.4). 
Um zu überprüfen, ob die Farnesylierung von SO-GFP ähnliche Auswirkungen auf die Rekrutierung 
und/oder Lokalisierung des Signalproteins hat wie in Δerg-2 (siehe Abb. 3.2.5), wurde Δso SO-GFP-
Farnesyl fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Im Gegensatz zum Δerg-2-Stamm (N2-49), in dem 
SO-GFP nur schwach rekrutiert wurde, fokussierte das farnesylierte Konstrukt während des 
gerichteten Wachstums an die Zellspitzen der Keimlinge (Abb. 3.2.11B). Eine permanente Membran-
Lokalisierung von SO-GFP-Farnesyl konnte dabei im Einklang mit vorherigen Analysen nicht 
festgestellt werden (Lemanski, 2010). Im Gegensatz zum Kontrollstamm Δso SO-GFP (N1-24) und zu 
Δerg-2 SO-GFP akkumulierten die Fluoreszenzsignale in Δso SO-GFP-Farnesyl auffallend in 
intrazellulären Strukturen, bei denen es sich vermutlich um Vakuolen und/oder Vesikel handelt. Diese 
unspezifische Anreicherung der Signale kann im Allgemeinen immer wieder beobachtet werden, wenn  
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Abb. 3.2.11: Die Manipulation von SO-GFP mit einem Farnesylierungsmotiv ruft Δerg-2-artige Defekte 
während der Keimlingsinteraktionen hervor. 
Eine Δso-Mutante, die ein SO-GFP-Konstrukt mit einem C-terminalen Farnesylierungsmotiv aus Säugern 
exprimiert, wurde phänotypisch und fluoreszenzmikroskopisch mit WT- und Δerg-2-Stämmen verglichen. 
A: Während WT-Keimlinge normale Zell-Zell-Kontakte ausbilden (Pfeil), weisen Zellpaare von Δso SO-GFP-
Farnesyl (MT-06-96H) ähnlich wie solche von Δerg-2 (N2-35) geschwollene und verdrehte Kontaktstellen auf 
(Sternchen). B: Keimlinge eines Δso SO-GFP-Stamms (N1-24) verhalten sich wie der WT und rekrutieren das 
Signalprotein an die Zellspitzen der Keimschläuche (Pfeil). In miteinander interagierenden Δerg-2 SO-GFP 
(N2-49)-Keimlingen wird das Protein nur schwach rekrutiert (Pfeilkopf). SO-GFP-Farnesyl lokalisiert zwar 
während des gerichteten Wachstums an den Zellspitzen (Pfeil), jedoch akkumuliert eine große Menge des 
Fluoreszenzsignals im Gegensatz zu den Kontrollen in Vakuolen und/oder Vesikeln (Sternchen). C: Nach Zell-
Zell-Kontakt fokussiert SO-GFP in Δso an der Fusionsstelle (Pfeil). Während Keimlinge von Δso SO-GFP-
Farnesyl ebenfalls die Konzentration des Proteins an normalen Kontaktstellen aufweisen (Pfeil), ist kein Signal 
an Keimschläuchen sichtbar, die nach Berührung weiterwachsen (Pfeilkopf). In beiden Fällen reichern sich die 
GFP-Signale darüber hinaus stark in den Vakuolen und/oder Vesikeln an (Sternchen). D: Keimlinge von Δso 
SO-GFP-Farnesyl sind ähnlich wie Δerg-2 (N2-35) vermindert zum gerichteten Wachstum fähig. In dem Stamm 
Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl (MW_490) verhalten sich beide Defekte additiv. Rohdaten: siehe Tab. 7.2.4. 
Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 50 bis 90 Zellpaaren bzw. 70 bis 140 Zellen. Größen-
balken: jeweils 5 µm. 
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Fusionsproteine mit GFP, dsRED oder Cherry Red in N. crassa verwendet werden, und ist vermutlich 
auf einen proteolytischen Abbau der Konstrukte zurückzuführen. Infolgedessen reichern sich diese 
relativ stabilen Markerproteine in Vakuolen/Vesikeln an. In Keimlingen von Δso SO-GFP-Farnesyl 
war das Ausmaß dieser GFP-Fluoreszenz jedoch ein reproduzierbares Merkmal der Mutante und 
überstieg bei Weitem die Signalintensitäten, die in den Kontrollstämmen hin und wieder verzeichnet 
werden konnten. Nachdem sich die Zellen berührt hatten, war die Rekrutierung von SO-GFP-Farnesyl 
in Δso von der Ausprägung der Zell-Zell-Kontakte abhängig. Während sich das Signalprotein an den 
WT-artigen Berührungsstellen deutlich konzentrierte und nicht fehllokalisierte, wurde es in 
Keimlingspaaren, die nach Kontakt weiterwuchsen, oftmals nicht rekrutiert (Abb. 3.2.11C). In beiden 
Fällen reicherte sich die GFP-Fluoreszenz wiederum vermehrt in Vakuolen/Vesikeln an. 
Diese Ergebnisse zeigen, dass sich das Verhalten von Δso SO-GFP-Farnesyl während der Zell-Zell-
Kommunikation in gewissen Punkten von dem der Δerg-2-Mutante unterscheidet. Um zu klären, ob in 
beiden Stämmen gleiche oder unterschiedliche molekulare Defekte vorliegen, wurde der Stamm 
Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl (MW_490) konstruiert. Während die Mutanten Δerg-2 und Δso SO-
GFP-Farnesyl eine vergleichbare Reduktion des gerichteten Wachstums zwischen Keimlingen auf 
etwa 45 % bzw. 57 % aufwiesen, stellte sich für die Mehrfachmutante eine starke Abnahme dieser 
Interaktionen auf weniger als 10 % heraus (Abb. 3.2.11D). Dieser additive Defekt deutet darauf hin, 
dass in beiden Stämmen verschiedenartige Beeinträchtigungen des Proteins SO während der Zell-Zell-
Kommunikation vorliegen, die jedoch zu einem ähnlichen Verhalten der Keimlinge führen. Um 
auszuschließen, dass die Farnesylierung von SO-GFP auf irgendeine Art und Weise die Biosynthese 
von Ergosterol beeinflusst, wurde die Sterol-Zusammensetzung der Stämme miteinander verglichen 
(Abb. 7.2.6). Die Mutante Δso SO-GFP-Farnesyl bildete demnach genauso wie der WT Ergosterol, 
während sich für den Stamm Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl ein Sterol-Profil ähnlich zu dem von 
Δerg-2 ergab. Da die Deletion des Gens so (N1-12) ebenfalls keine Auswirkungen auf die Sterol-
Zusammensetzung hatte (Abb. 7.2.10), ist davon auszugehen, dass kein direkter Zusammenhang 
zwischen SO und der Biosynthese von Ergosterol besteht. 
Wie zuvor gezeigt wurde, weisen Keimlinge der Mutante Δso SO-GFP-Farnesyl im Vergleich zu den 
Kontrollen eine beträchtliche Anreicherung der GFP-Signale in Vakuolen und/oder Vesikeln auf 
(Abb. 3.2.11B & C). Daher wurde mittels Western Blot-Analyse getestet, ob die Modifikation von SO-
GFP mit dem Farnesylierungsmotiv möglicherweise den Abbau des Fusionsproteins forciert. Aus 
praktischen Gründen wurden Proteinextrakte aus Sporen von Schrägagarkulturen und nicht aus 
Keimlingen angefertigt, da sich für letztere in einer vorherigen Arbeit nur schwache, nicht eindeutige 
Signale in den Immunoblots ergaben (Müller, 2014). Die fluoreszenzmikroskopische Analyse der 
Konidien brachte im Vergleich zu den zuvor untersuchten Keimlingen (Abb. 3.2.11) ähnliche 
Ergebnisse hinsichtlich der Verteilung der SO-GFP-Signale hervor. Während in den Stämmen WT 
SO-GFP (N1-22), Δso SO-GFP (N1-24) und Δerg-2 SO-GFP (N2-49) das Protein zytoplasmatisch 
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vorlag, akkumulierte es in Δso SO-GFP-Farnesyl (MT-06-96H) sowie Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl 
(MW_490) stark in den Vakuolen/Vesikeln der ruhenden Sporen (Abb. 3.2.12A). Als zusätzliche 
Kontrollen wurden die Stämme WT GFP (N3-06) bzw. WT GFP-Farnesyl (MT-03-36A) eingesetzt. 
Freies GFP zeigte wie erwartet eine durchgängige zytoplasmatische Fluoreszenz (inklusive der 
Zellkerne). Dahingegen führte das Anfügen des Lipid-Ankers der humanen GTPase H-Ras wie 
vormals beschrieben (Lemanski, 2010) nicht zu einer effizienten Membran-Lokalisierung des Proteins, 
sondern bewirkte schwache zytoplasmatische Signale, deren Intensität sich im Bereich der Auto-
fluoreszenz des WT-Stamms (N1-01) befand. Von den Sporen all dieser Stämme wurden Protein-
extrakte angefertigt und mittels Immunoblot und einem GFP-spezifischem Antikörper analysiert. 
Allgemein wurde deutlich, dass sich die Verteilung und die Anzahl der Signale in Δso SO-GFP-
Farnesyl von denen der Kontrollstämme unterschieden (Abb. 3.2.12A). Zwar wurde in dieser Mutante 
wie in der Kontrolle Δso SO-GFP ein Protein mit einer Größe von ca. 170 kDa detektiert, welches 
wahrscheinlich SO-GFP in voller Länge (168 kDa) entspricht, jedoch konnte hier gleichzeitig eine 
größere Menge an freiem GFP (27 kDa) verzeichnet werden. Ein ähnliches Muster ergab sich für 
Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl nach Überbelichtung des Röntgenfilms (Abb. 7.2.7A). Diese Ergebnisse 
korrelieren mit der Anreicherung der Fluoreszenzsignale in den Vakuolen/Vesikeln von Δso SO-GFP-
Farnesyl bzw. Δso Δerg-2 SO GFP-Farnesyl und deuten auf eine geringere Stabilität der farnesylierten 
Konstrukte hin. Dahingegen bewirkt die Deletion von erg-2 per se keinen erhöhten Abbau von 
SO-GFP zu freiem GFP (Abb. 3.2.12A). Auffällig war das Auftreten von ähnlichen Fragmentmustern 
des Proteins in den Stämmen WT SO-GFP, Δso SO-GFP und Δerg-2 SO-GFP, welche den gesamten 
Bereich von etwa 40 bis zu 170 kDa abdeckten (Abb. 3.2.12A & Abb. 7.2.7A). Im Gegensatz dazu 
lagen durch die Modifikation von SO-GFP mit dem Farnesylierungsmotiv diese Fragmente kaum bzw. 
nicht vor. Möglicherweise bewirkt ein bisher unbekannter Mechanismus die Prozessierung von SO in 
mehrere eventuell funktionelle Fragmente, was durch die Farnesylierung des Proteins behindert wird. 
Bei der Verwendung des Promotors Pccg-1 zur Expression von gfp-Konstrukten muss beachtet 
werden, dass dieser nur in Kulturen von N. crassa aktiv ist, in denen es an Glucose mangelt (McNally 
& Free, 1988). In einem reifen Myzel, welches aufgrund von Nährstoff-Limitationen Lufthyphen zur 
Sporulation ausbildet, wird daher die größte Intensität an Fluoreszenz beobachtet (Freitag et al., 2004). 
Da demzufolge in ruhenden Konidien und Keimlingen, die auf Minimalmedium ausgebracht werden, 
die Biosynthese der GFP-Fusionsproteine reprimiert ist, verfügen die Zellen lediglich über die zuvor 
in den Hyphen gebildeten, mitunter aber schon veränderten fluoreszierenden Proteine. Um zu 
überprüfen, ob die in Sporen bzw. Keimlingen beobachtete Instabilität von SO-GFP-Farnesyl bereits 
in reifen Hyphen auftritt, wurden Myzelien der zuvor verwendeten Stämme angezogen. Hinsichtlich 
der Fluoreszenz innerhalb der Kompartimente ergaben sich im Gegensatz zu den Ergebnissen mit 
Sporen (Abb. 3.2.12A) keine Unterschiede zwischen den Stämmen, die SO-GFP mit bzw. ohne den 
Farnesyl-Anker sowie freies GFP bildeten (Abb. 3.2.12B). In jedem Fall füllten die fluoreszierenden 
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Abb. 3.2.12: Das Anfügen eines Farnesylierungsmotivs an SO-GFP beeinträchtigt die Stabilität sowie die 
mögliche Prozessierung des Proteins. 
Folgende Stämme wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie und Western Blot-Analyse miteinander verglichen: 
WT (N1-01), WT GFP (N3-06), WT GFP-Farnesyl (MT-03-36A), WT SO-GFP (N1-22), Δso SO-GFP (N1-24), 
Δerg-2 SO-GFP (N2-49), Δso SO-GFP-Farnesyl (MT-06-96H) und Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl (MW_490). 
A: In Sporen mit WT-, Δso- und Δerg-2-Hintergrund liegt SO-GFP zytoplasmatisch vor (die dunklen Flecken 
stellen indirekt erkennbare Zellkerne dar). Im Gegensatz dazu befindet sich in Konidien von Δso SO-GFP-
Farnesyl bzw. Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl der Großteil der Fluoreszenzsignale in Vakuolen. Im Stamm 
Δso SO-GFP-Farnesyl wird SO-GFP zwar in voller Länge gebildet, jedoch liegt zusätzlich eine größere Menge 
an freiem GFP vor, während mögliche Proteinfragmente fehlen. Δerg-2 SO-GFP zeigt ein zu den Kontrollen 
ähnliches Muster an Signalen. B: In reifen Hyphen liegt SO-GFP sowohl in den Stämmen Δso SO-GFP-Farnesyl 
bzw. Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl als auch in den entsprechenden Kontrollen gleichmäßig im Zytoplasma vor,  
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(Abb. 3.2.12: Fortsetzung) 
ohne dass sich die Fluoreszenz in Vakuolen anreichert. SO-GFP wird in diesen Stämmen in voller Länge 
gebildet. Freie GFP-Signale sind nicht vorhanden. Jedoch fehlen in Δso SO-GFP-Farnesyl bzw. Δso Δerg-2 
SO-GFP-Farnesyl erneut die Proteinfragmente geringerer Größe. Anmerkungen: Sowohl in Konidien als auch in 
Hyphen waren die Signale für GFP-Farnesyl im Vergleich zu zytoplasmatischem GFP kaum oder gar nicht 
detektierbar. Für den Stamm WT SO-GFP ergab sich vermutlich aufgrund von Schwankungen kaum ein Signal 
für das Protein voller Länge. Erwartete Proteingrößen: GFP: 27 kDa, SO-GFP: 168 kDa, BML: 55 kDa 
(Beladungskontrolle; nach erneuter Hybridisierung derselben PVDF-Membran). Belichtungszeiten bei der 
Fluoreszenzmikroskopie: A: 300 ms, B: 1000 ms. Belichtungszeit für anti-GFP-Filme: jeweils ca. 30 s. Siehe 
Abb. 7.2.7 für überbelichtete Röntgenfilme. Größenbalken: jeweils 5 µm. 
Proteine die Hyphen gleichmäßig aus, ohne in Vakuolen und/oder Vesikeln zu akkumulieren. Im 
Vergleich dazu lagen die Signale für das farnesylierte GFP nur sehr schwach im Zytoplasma vor und 
reicherten sich an der Plasmamembran an. Diese Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie korrelierten 
mit denen der biochemischen Analyse der Stämme (Abb. 3.2.12B & Abb. 7.2.7B). In einem anti-GFP-
Immunoblot mit Proteinextrakten, die aus Hyphen von Schüttelkulturen erhalten wurden, konnten 
SO-GFP bzw. SO-GFP-Farnesyl in voller Länge detektiert werden, wohingegen in diesen Stämmen 
kein freies GFP vorlag. Selbst nach Überbelichtung des Röntgenfilms, der zumindest ein schwaches 
Signal für das farnesylierte GFP hervorbrachte, wurde anders als in Sporen kein GFP als Abbau-
produkt sichtbar (Abb. 7.2.7B). Dennoch trat in den Hyphen der Stämme WT SO-GFP, Δso SO-GFP 
und Δerg-2 SO-GFP erneut im Bereich von etwa 100 bis 170 kDa ein Muster an Proteinfragmenten 
auf, welches dem ähnelte, das in den Proben der Sporen beobachtet worden war (Abb. 3.2.12A & B). 
Die Mutanten Δso SO-GFP-Farnesyl und Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl, in denen erst auf dem 
überbelichteten Film einige zusätzliche Fragmente schwacher Intensität erkennbar wurden, unter-
schieden sich diesbezüglich wiederum von den Kontrollen (Abb. 7.2.7B). 
Da reife Hyphen von Δso SO-GFP-Farnesyl im Gegensatz zu Sporen und Keimlingen keine 
Anzeichen eines möglichen Abbaus des Proteins zeigten (Abb. 3.2.12), wurde überprüft, ob es in 
einem Myzel dieser Mutante dadurch zur normalen Fusion zwischen Hyphen kommen kann. Entgegen 
früherer Ergebnisse, die für diesen Stamm keinerlei Auffälligkeiten während der Hyphenfusion fest-
stellen konnten (Lemanski, 2010), wurden in dieser Arbeit klare morphologische Unterschiede im 
Vergleich zum WT beobachtet. Zusätzlich zu den Defekten während des gerichteten Wachstums von 
Keimlingen (Abb. 3.2.11) führte die Farnesylierung von SO-GFP demnach zu vergleichbaren 
Einschränkungen während der Hyphenfusionen. Es bildeten sich hierbei nach Zell-Zell-Kontakt 
unverkennbar Δerg-2-ähnliche Kontaktstellen zwischen miteinander interagierenden Hyphen heraus 
(Abb. 3.2.13). Während Keimlinge der Mehrfachmutante Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl kaum 
gerichtetes Wachstum zeigten (Abb. 3.2.11D), traten dessen Hyphen ähnlich wie die des Stamms Δso 
SO-GFP-Farnesyl häufig miteinander in Kontakt (Abb. 3.2.13). Dieses voneinander abweichende 
Verhalten korreliert mit den Ergebnissen der Fluoreszenzmikroskopie und der Western Blot-Analyse, 
wonach Hyphen (nicht aber Sporen, die zu Keimlingen differenzieren) von Δso Δerg-2 SO-GFP-
Farnesyl mit den Kontrollen vergleichbare Signalintensitäten für das Protein aufwiesen (Abb. 3.2.12). 
Es ist naheliegend, dass diese Beobachtungen mit der durch den ccg-1-Promotor induzierten 
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Expression der Konstrukte in reifen Hyphen einhergehen. Weshalb die Signale von SO-GFP in 
Konidien der Mehrfachmutante im Vergleich zu Sporen der anderen Stämme so gering ausfielen 
(Abb. 3.2.12A), ist hingegen unklar. 
 
Abb. 3.2.13: SO-GFP-Farnesyl in Δso führt zu Δerg-2-ähnlichen Defekten während der Hyphenfusionen. 
Im WT (N1-01) bilden Fusionshyphen (Pfeile) Brücken zwischen benachbarten Kompartimenten aus. In einer zu 
den Δerg-2-Kolonien (N2-35) ähnlichen Art und Weise verursacht die Expression von SO-GFP-Farnesyl im 
Δso-Hintergrund (MT-06-96H) Kontaktstellen, an denen sich die Fusionshyphen verdicken oder umeinander 
wickeln (Sternchen). Im Gegensatz zu den Beobachtungen bei Keimlingen (vgl. Abb. 3.2.11D) interagieren 
Hyphen des Stamms Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl (MW_490) miteinander und bilden dabei Δerg-2-ähnliche 
Verdickungen bzw. Verdrehungen an den Berührungsstellen aus (Sternchen). Größenbalken: 10 µm. 
Zusammenfassend ergibt sich, dass in Keimlingen die Zell-Zell-Kommunikation nicht ausschließlich 
durch eine geringere Stabilität der farnesylierten Variante von SO-GFP beeinträchtigt wird, sondern 
zusätzlich eine unzureichende oder fehlende Prozessierung des Proteins zum Tragen kommt. In reifen 
Hyphen hingegen kann von diesen beiden Fällen nur der zweite als mögliche Ursache der Fusions-
defekte in Betracht gezogen werden. Aufgrund der phänotypischen Ähnlichkeit zwischen Δso SO-
GFP-Farnesyl und Δerg-2 wird vermutet, dass eine Manipulation des Proteins SO und der damit 
verbundenen Signaltransduktionswege die Defekte der Sterol-Biosynthese-Mutante nachahmt. 
 
3.2.7 Die MAP-Kinase MAK-1 weist eine verminderte Aktivierung in 
Δerg-2-Keimlingen auf 
Interaktionen zwischen Keimlingen von N. crassa schließen Signaltransduktionswege ein, an denen 
die MAP-Kinasen MAK-1 und MAK-2 beteiligt sind (Fleißner & Serrano, 2016). Während MAK-2 
unter anderem eine Rolle während des gerichteten Wachstums der Zellen zugesprochen wird 
(Fleissner et al., 2009a), ist dagegen die genaue Funktion der Zellwand-Integritäts-Kinase MAK-1 für 
diesen Prozess bisher unbekannt. Neuere Untersuchungen in S. macrospora haben ergeben, dass das 
MAPK-Modul um MAK-1 direkt mit PRO40, einem Homolog des Signalproteins SO in N. crassa, 
interagiert (Teichert et al., 2014). 
Die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit haben verdeutlicht, dass die Defekte von Δerg-2-Keimlingen 
mit einer Fehllokalisierung von MAK-2 nach Zell-Zell-Kontakt (Abb. 3.2.4) bzw. einer schwachen 
Rekrutierung sowie Fehllokalisierung von SO während des gerichteten Wachstums (Abb. 3.2.5) 
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einhergehen. Um zu überprüfen, ob dadurch die Aktivierung von MAK-1 bzw. MAK-2 beeinträchtigt 
wird, wurde mittels Western Blot-Analyse der Phosphorylierungs-Status beider Signalproteine unter-
sucht. Dazu wurde ein Anti-Phospho-p44/42 spezifischer Antikörper verwendet, der die phosphory-
lierten Threonin- und Tyrosin-Reste der humanen MAP-Kinasen ERK1 und ERK2, die in den 
homologen MAP-Kinasen von N. crassa konserviert sind, erkennt (Pandey et al., 2004). In den 
Kulturen können dadurch MAK-1 und MAK-2, jeweils in ihrer aktivierten Form, gleichzeitig 
detektiert werden (Jonkers et al., 2014; Leeder et al., 2013; Maddi et al., 2012; Maerz et al., 2008). 
WT- (N1-01) und Δerg-2-Keimlinge (N2-35) wurden parallel auf MM-Platten mit einer Cellophan-
Schicht angezogen, um zu definierten Zeitpunkten Proben zur Analyse der Aktivierung der Kinasen 
nehmen zu können. Die mikroskopische Untersuchung der Kulturen ergab für den WT einen 
charakteristischen Verlauf der Interaktionen innerhalb der Zellpopulation. Im Zeitraum von 3,5 bis 
4,5 h nach Inokulation wurde eine Vielzahl neuer Kontakte zwischen den Keimlingen ausgebildet 
(Abb. 3.2.14A). Mit dem Verlauf der Kultivierung nahm der Vernetzungsgrad der Population stetig 
zu, während die Zahl der neu ausgebildeten Interaktionen bald stagnierte. Aufgrund der Komplexität 
der Kultur wurde es zunehmend schwieriger, individuelle Fusionsereignisse beobachten zu können. 
Eine vorherige Studie hatte gezeigt, dass die Anzahl der Interaktionen zwischen den Keimlingen mit 
dem Maß der Phosphorylierung von MAK-2 korreliert (Schürg et al., 2012). Im Einklang dazu wurde 
nach 3,5 h Inkubation die größte Aktivierung der MAP-Kinase in den WT-Zellen beobachtet 
(Abb. 3.2.14B). Zu den späteren Zeitpunkten (6,5 bis 8,5 h) nahm MAK-2 ein Grundniveau an 
Phosphorylierung ein, was mit der zunehmenden Sättigung der Population an Zell-Zell-Kontakten 
einherging. Im Vergleich zu MAK-2 korrelierte die Phase höchster MAK-1-Aktivierung ebenfalls mit 
dem Zeitraum, in dem die meisten Interaktionen zwischen den WT-Keimlingen beobachtet werden 
konnten. Dabei nahm MAK-1 jedoch ein eher gleichbleibendes Niveau an Phosphorylierung ein, 
welches nach 6,5 h Inkubation abrupt abnahm und nicht mehr detektiert werden konnte. 
In der Zellpopulation der Δerg-2-Mutante wurden 3,5 h nach Inokulation die ersten Kontakte 
zwischen den Keimlingen festgestellt (Abb. 3.2.14A). Während die Anzahl der Interaktionen stetig 
anstieg, bildeten sich zunehmend komplizierte, verdrehte Strukturen zwischen den Keimschläuchen 
heraus. Im fortschreitenden Verlauf der Kultivierung wurde die Δerg-2-Population sehr unüber-
sichtlich, was vor allem den sich mehrfach umeinander wickelnden Keimlingen geschuldet war. Mit 
dem Auftreten der ersten Interaktionen erreichte MAK-2 in Δerg-2 ein ähnliches Aktivierungsniveau 
wie im WT, welches in der Mutante 4,5 h nach Inokulation ein Maximum erreichte (Abb. 3.2.14B). 
Doch anders als im Kontrollstamm blieb die Phosphorylierung der MAP-Kinase selbst während der 
späten Zeitpunkte der Kultivierung auf einem hohen Niveau bestehen und nahm nur allmählich ab. 
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Deletion von erg-2 nicht die Funktion von MAK-2 
beeinträchtigt. Die lang anhaltende Aktivierung der MAP-Kinase in sich umeinander wickelnden 
Keimlingen steht dabei mit dessen Fehllokalisierung an den Zellspitzen der Mutante in Verbindung 
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(Abb. 3.2.4). Passend dazu war in Δerg-2-Zellen auch die Lokalisierung des MAK-2-Aktivators 
BEM1 an die polar wachsenden Keimschlauchspitzen und an die Kontaktstellen von Zellpaaren nicht 
gestört (Abb. 7.2.8). 
 
Abb. 3.2.14: Keimlinge von Δerg-2 zeigen während der Zell-Zell-Kommunikation eine verminderte 
Aktivierung der MAP-Kinase MAK-1. 
Sporen des WT-Stamms (N1-01) und der Δerg-2-Mutante (N2-35) wurden auf MM-Platten ausgebracht, die mit 
Lagen von Cellophan bedeckt worden waren. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Kulturen mittels 
Hellfeldmikroskopie sowie Western Blot-Analyse untersucht. A: Die Zeitreihen stellen den Zustand beider 
Zellpopulationen zum Zeitpunkt der Probennahme dar. Die WT-Keimlinge bilden im Zeitraum von 3,5 bis 4,5 h 
vielfältige Interaktionen aus (Pfeile). Mit der Dauer der Kultivierung nimmt die Komplexität der Population zu. 
Δerg-2-Keimlinge wachsen nach Zell-Zell-Kontakt weiter und umwickeln sich (Sternchen). Anmerkungen: 
Ruhende Sporen (0 h) wurden nicht ausplattiert, sondern umgehend weiterbehandelt. Es wurden vereinfacht nur 
einige repräsentative Zell-Zell-Interaktionen hervorgehoben (Pfeile bzw. Sternchen). Größenbalken: 10 µm. 
B: Immunoblot mit einem Anti-Phospho-p44/42-Antikörper zur Detektion der phosphorylierten MAP-Kinasen 
MAK-1 und MAK-2. In den WT-Keimlingen weisen beide MAP-Kinasen zwischen 2 und 4,5 h die höchste 
Phosphorylierung auf und erreichen danach ein basales Aktivierungsniveau. In den Zellen von Δerg-2 hält die 
verstärkte Aktivierung von MAK-2 im Vergleich zum WT viel länger an. Zudem weist die Mutante nur eine 
schwache Phosphorylierung von MAK-1 auf. Die Ponceau-Färbung diente als Beladungskontrolle noch vor der 
ersten Hybridisierung mit Antikörpern. Erwartete Proteingrößen: MAK-1: 47 kDa, MAK-2: 41 kDa, BML: 
55 kDa (Beladungskontrolle; nach erneuter Hybridisierung derselben PVDF-Membran). 
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Im Gegensatz zu MAK-2 konnte in Δerg-2-Keimlingen nur eine sehr schwache Aktivierung von 
MAK-1 festgestellt werden (Abb. 3.2.14B). Zwar erstreckte sich die Aktivierung dieser MAP-Kinase 
mit 2 bis 6,5 h nach Inokulation in einem zum WT vergleichbaren Zeitraum, jedoch lag das Maß an 
Phosphorylierung von MAK-1 in der Mutante deutlich niedriger als das in der Kontrolle. Diese Ergeb-
nisse lassen vermuten, dass die veränderte Sterol-Zusammensetzung von Δerg-2 spezifisch nur eine 
dieser beiden MAPK-Kaskaden beeinträchtigt. Möglicherweise wird die Aktivierung von MAK-1 
dabei direkt oder indirekt durch eine gestörte Funktionalität des Proteins SO gehemmt. 
 
3.2.8 Die Deletion von erg-2 stört die Rekrutierung von MAK-1 nach 
Zell-Zell-Kontakt 
Die Signalkaskade um die MAP-Kinase MAK-1 ist essentiell für die vegetative Zell-Zell-Kommuni-
kation und -Fusion in N. crassa (Fu et al., 2011; Maerz et al., 2008). In miteinander interagierenden 
Keimlingen wird MAK-1 an die Kontaktstelle beider Zellen rekrutiert und ist dort vermutlich an der 
Umstrukturierung der Zellwand während der Zell-Zell-Fusion beteiligt (Lichius, 2010). Da Δmak-1-
Zellen darüber hinaus nicht miteinander interagieren können, wird die MAP-Kinase wahrscheinlich 
eine zusätzliche, bisher unbekannte Funktion während des gerichteten Wachstums einnehmen. 
Keimlinge der Mutante Δerg-2 weisen sowohl vor als auch nach physischem Kontakt eine stark 
beeinträchtigte Zell-Zell-Kommunikation auf (Abb. 3.1.3 & Abb. 3.1.4), die mit einer verminderten 
Aktivierung von MAK-1 einhergeht (Abb. 3.2.14). Aufgrund dessen wurde vermutet, dass in Δerg-2-
Zellen die Rekrutierung und/oder Lokalisierung der MAP-Kinase gestört sein könnte. Eine vorherige 
Studie hatte gezeigt, dass ein GFP-MAK-1-Konstrukt in sich berührenden Keimlingen der Sterol-
Biosynthese-Mutante nicht rekrutiert wird (Gottschalk, 2013). Basierend auf dieser Beobachtung 
wurde im Rahmen dieser Arbeit die subzelluläre Lokalisierung von GFP-markierten MAK-1-
Konstrukten in Δerg-2 und Kontrollstämmen untersucht. 
Zu Beginn wurden Stämme verwendet, die gfp-mak-1 unter der Kontrolle des ccg-1-Promotors 
exprimieren. Dieses Konstrukt ist funktionell und komplementiert die Defekte der mak-1-Deletion 
(Dettmann et al., 2013). Wie erwartet lag GFP-MAK-1 zytoplasmatisch und in den Zellkernen vor 
(Abb. 3.2.15A). In miteinander interagierenden Keimlingen komplementierter Stämme (GN4-32 
bzw. GN4-33) wurde die MAP-Kinase häufig an die Kontaktstelle der Zellpaare rekrutiert 
(Abb. 3.2.15A & B). Im Verlauf der Zell-Zell-Fusion nahm diese Fokussierung wieder ab, wobei in 
wenigen Fällen die Bildung einer Fusionspore beobachtet werden konnte. Im Gegensatz zu dieser 
reproduzierbaren Lokalisierung von GFP-MAK-1 am Fusionspunkt war dessen Rekrutierung vor Zell-
Zell-Kontakt sehr schwach ausgeprägt und einer hohen Variabilität unterworfen. Hin und wieder 
lokalisierte die MAP-Kinase an die Zellspitzen der Keimlinge (Abb. 3.2.15A), in anderen Fällen blieb 
dies jedoch aus (Abb. 3.2.15B). In den Zellpaaren, die MAK-1 vor Kontakt rekrutierten, konnte im   
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Abb. 3.2.15: In Δerg-2-Keimlingen bleibt die Rekrutierung von GFP-MAK-1 nach Zell-Zell-Kontakt aus. 
Die Lokalisierung von MAK-1 mit N-terminalem GFP wurde in Keimlingen fluoreszenzmikroskopisch 
untersucht. A: Zeitreihe zur Analyse der Rekrutierung von GFP-MAK-1 in Keimlingen mit Δmak-1-Hintergrund 
(GN4-32). Die MAP-Kinase lokalisiert allgemein im Zytoplasma und reichert sich in den Zellkernen an. Kurz 
vor Zell-Zell-Kontakt wird MAK-1 hin und wieder an eine oder beide Zellspitzen rekrutiert, ohne jedoch wie 
MAK-2 (vgl. Abb. 3.2.4) dynamisch zu oszillieren (Pfeilköpfe). Nachdem sich die Zellen berührt haben, 
fokussiert die MAP-Kinase deutlich am Kontaktpunkt (Pfeil). B: Oftmals kann keine Rekrutierung von GFP-
MAK-1 (GN4-33) vor Zell-Zell-Kontakt beobachtet werden. Jedoch konzentriert sich das Protein an der 
Berührungsstelle beider Keimlinge (Pfeil). C: In Keimlingen des Genotyps Δmak-1 Δerg-2 Pccg-1-gfp-mak-1 
(MW_374) wird die MAP-Kinase nicht rekrutiert. Weder während des gerichteten Wachstums (links) noch nach 
Zell-Zell-Kontakt (Sternchen) kann eine Rekrutierung von GFP-MAK-1 in Δerg-2 beobachtet werden. Größen-
balken: jeweils 5 µm. 
Gegensatz zu MAK-2 (Abb. 3.2.4A) keine dynamische Oszillation festgestellt werden. Im 
Einklang mit vorherigen Ergebnissen (Gottschalk, 2013) konnte in Keimlingen des Genotyps 
Δmak-1 Δerg-2 Pccg-1-gfp-mak-1 (MW_374) keine Rekrutierung der MAP-Kinase beobachtet werden 
(Abb. 3.2.15C). Zwar lokalisierte GFP-MAK-1 in dieser Δerg-2-Mutante im Zytoplasma und in den 
Zellkernen, war jedoch weder an den Keimlingsspitzen noch an den Kontaktstellen der Zellen 
vorzufinden. In einigen Keimlingspaaren der Mutante deutete die unterschiedliche Intensität der 
zytoplasmatischen Fluoreszenz indirekt darauf hin, dass die Zellen trotz Berührung nicht miteinander 
fusionierten (Abb. 3.2.15C). Diese Beobachtung lässt vermuten, dass das gerichtete Wachstum der 
Keimlinge zunächst arretieren muss, bevor MAK-1 rekrutiert wird und sich an den darauffolgenden 
Schritten der Zell-Zell-Fusion beteiligen kann. Umgekehrt könnte die Rekrutierung dieser MAP-
Kinase auch eine Voraussetzung dafür sein, den Übergang vom gerichteten Wachstum zum 
Wachstumsstopp zu vermitteln. 
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Da die Fusion von GFP am N- oder C-Terminus die Funktionalität und/oder Lokalisierung eines 
Proteins unterschiedlich beeinflussen kann, wurden zusätzlich Δmak-1- bzw. Δerg-2-Stämme erstellt, 
die jeweils das Konstrukt Pccg-1-mak-1-gfp tragen (MW_569 bzw. MW_570). Genauso wie GFP-
MAK-1 führte die Expression von MAK-1-GFP zur vollständigen Komplementierung der Deletion 
von mak-1. Hinsichtlich der allgemeinen Lokalisierung trat dieses Fusionsprotein wiederum im 
Zytoplasma und in den Zellkernen auf (Abb. 3.2.16). Während der Interaktion zwischen Keimlingen 
des Kontrollstamms (MW_569) ähnelte die zeitliche Abfolge der Rekrutierung von MAK-1-GFP 
(Abb. 3.2.16A) den vorherigen Ergebnissen (Abb. 3.2.15A). Kurz vor Zell-Zell-Kontakt lokalisierte 
die MAP-Kinase in unregelmäßiger Art und Weise an eine oder beide Keimlingsspitzen. Nachdem 
sich die Zellen berührt hatten, fokussierte das Fusionsprotein deutlich an der Kontaktstelle und bildete 
häufig eine ringartige Struktur an der Fusionsstelle aus (Abb. 3.2.16A & B). Diesen Ergebnissen 
zufolge liegen im Δmak-1-Hintergrund keine wesentlichen Unterschiede in der Rekrutierung und 
Lokalisierung von MAK-1 mit N- bzw. C-terminalem GFP vor. Jedoch erschien die Intensität der 
Signale von MAK-1-GFP im Zytoplasma und in den Zellkernen mitunter stärker als die von 
GFP-MAK-1. 
Im Gegensatz zu den vorherigen Beobachtungen, nach denen GFP-MAK-1 in Δerg-2-Keimlingen nie 
rekrutiert wird (Abb. 3.2.15C), konnte für MAK-1-GFP die Rekrutierung der MAP-Kinase an die 
Kontaktstelle vieler Δerg-2-Zellpaare (MW_570) beobachtet werden (Abb. 3.2.16C). In einigen Fällen 
wurde das Protein sogar rekrutiert, noch bevor sich die Zellspitzen der Mutante berührt hatten. Jedoch 
erschien in Δerg-2 die Signalintensität von MAK-1-GFP im Vergleich zum Kontrollstamm MW_569 
sowohl vor als auch nach Berührung der Zellen oftmals reduziert (Abb. 3.2.16). Dennoch trat in den 
Δerg-2-Keimlingen keine mit dem SO-Protein (Abb. 3.2.5E) vergleichbare Fehllokalisierung von 
MAK-1-GFP auf. Während die Intensität der MAP-Kinase in den Zellpaaren des Kontrollstamms nach 
Berührung zunahm und etwa 7,6 ± 5,5 min nach Rekrutierung des Proteins in der Bildung einer 
Fusionspore mündete (Abb. 3.2.17A), konnte in den Keimlingspaaren der Mutante selbst 20 bis 
30 min nach Zell-Zell-Kontakt kein vergleichbares Lokalisierungsmuster festgestellt werden 
(Abb. 3.2.17B). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass eine gesteigerte Aktivität von MAK-1 
nach physischem Kontakt Voraussetzung für die Zell-Zell-Fusion ist. Die verminderte Rekrutierung 
von MAK-1-GFP in Δerg-2 hingegen reicht nicht aus, um Fusionsprozesse nach Zell-Zell-Kontakt 
einleiten zu können. 
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Abb. 3.2.16: Die Rekrutierung von MAK-1-GFP ist in Δerg-2-Keimlingspaaren beeinträchtigt. 
Die Lokalisierung von MAK-1 mit einer Fusion von GFP an dessen C-Terminus wurde in Δerg-2 (MW_570) 
und einem Kontrollstamm mit Δmak-1-Hintergrund (MW_569) analysiert. A: MAK-1-GFP lokalisiert im 
Kontrollstamm ähnlich wie das GFP-MAK-1-Konstrukt (vgl. Abb. 3.2.15). Kurz vor Zell-Zell-Kontakt wird das 
Protein an die Zellspitzen beider Keimlinge rekrutiert (Pfeilköpfe). Nach Fokussierung am Kontaktpunkt (Pfeil) 
kann häufig die Bildung eines ringartigen Lokalisierungsmusters, der Fusionspore, beobachtet werden 
(Sternchen). B: Einzelaufnahmen, die verschiedene Phasen der Rekrutierung von MAK-1-GFP im Kontroll-
stamm darstellen. In gerichtet aufeinander zuwachsenden Keimlingen wird das Protein meistens an beide 
Zellspitzen rekrutiert (Pfeilköpfe). Nach Zell-Zell-Kontakt konzentriert sich MAK-1-GFP deutlich an der 
Berührungsstelle (Pfeil). Es wird eine Fusionspore ausgebildet (Sternchen). C: In miteinander interagierenden 
Δerg-2-Keimlingen ist die Rekrutierung von MAK-1-GFP gestört. Oftmals wird die MAP-Kinase nur schwach 
rekrutiert (Pfeilköpfe). In einigen Zellpaaren lokalisiert das Protein dennoch erkennbar an der Kontaktstelle 
beider Zellen (Pfeil). Eine Fusionspore wird jedoch nicht beobachtet. Größenbalken: jeweils 5 µm. 
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Abb. 3.2.17: Die schwache Rekrutierung von MAK-1-GFP in Δerg-2-Keimlingen reicht nicht zur Bildung 
einer Fusionspore aus. 
Gemischte Keimlingspaare, in denen eine Zelle MAK-1-GFP und die andere Cherry Red exprimiert, wurden 
hinsichtlich der Bildung von Fusionsporen und der Fusion beider Zellen untersucht. A: In den Keimlingen der 
Kontrollstämme (MW_569 + N3-07) wird MAK-1-GFP an die Kontaktstelle der Zellen rekrutiert, wo sich die 
Intensität des Signals innerhalb weniger Minuten sichtbar steigert (Pfeile). Sobald das Signal ein ringförmiges 
Lokalisierungsmuster annimmt (Sternchen), kommt es zur Zell-Zell-Fusion, die am schnellen Übertritt der 
grünen Fluoreszenz in die rot fluoreszierende Partnerzelle erkennbar ist. B: An der Berührungsstelle der Δerg-2-
Keimlinge (MW_570 + N2-47) wird MAK-1-GFP nur schwach rekrutiert (Pfeilkopf). Es kann zudem weder eine 
Zunahme der Signalintensität noch die Bildung einer Fusionspore festgestellt werden, infolgedessen es nicht zur 
Vermischung der Fluoreszenzfarben kommt. Zeitabgaben in Minuten. Größenbalken: jeweils 5 µm. 
Zusammengenommen verdeutlichen diese Ergebnisse, dass die veränderte Sterol-Zusammensetzung 
von Δerg-2 nicht nur die Aktivierung von MAK-1 in Keimlingen hemmt (Abb. 3.2.14), sondern auch 
die Rekrutierung dieser MAP-Kinase während der Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion stört 
(Abb. 3.2.15 & Abb. 3.2.16). Vermutlich vermindert eine Beeinträchtigung von MAK-1 die Fähigkeit 
der Zellen, miteinander zu interagieren, sich nach Kontakt zu erkennen und miteinander zu 
fusionieren. An all diesen Prozessen wirkt sich die veränderte Sterol-Zusammensetzung von Δerg-2 
nachteilig aus. 
 
3.2.9 Die chemische Inhibierung der MAP-Kinase MAK-1 provoziert 
Defekte ähnlich zu denen von Δerg-2-Keimlingen 
Die subzelluläre Lokalisierung von Signalproteinen steht allgemein mit deren Funktionalität in 
Zusammenhang. Wie bisher gezeigt werden konnte, weisen miteinander interagierende Keimlinge der 
Δerg-2-Mutante sowohl eine verminderte Aktivierung (Abb. 3.2.14) als auch eine gestörte Membran-
Rekrutierung (Abb. 3.2.15 & Abb. 3.2.16) der MAP-Kinase MAK-1 auf. Um zu verstehen, ob diese 
Beeinträchtigungen entweder als Ursache oder als Folge des spezifischen Defekts von Δerg-2 in Frage 
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kommen, wurde ein chemisch-genetischer Ansatz (Chemical Genetics) gewählt. Mit dieser Methode 
kann die Aktivität einer beliebigen Proteinkinase gezielt, dosisabhängig und reversibel inhibiert 
werden (Bishop et al., 2000). Dazu wird die sogenannte Gatekeeper-Aminosäure der ATP-
Bindetasche der Kinase so mutiert, dass ein ATP-analoger Inhibitor dort räumlich Platz finden kann 
und dadurch die Phosphorylierung von Zielproteinen, z.B. Transkriptionsfaktoren, blockiert. 
Voraussetzungen für diesen Ansatz sind, dass diese Mutation in Abwesenheit des Inhibitors die 
Funktion der Kinase nicht beeinträchtigt und der Inhibitor weder die Aktivität der WT-Kinase noch 
anderer Kinasen hemmt. 
Zu diesem Zweck standen Stämme zur Verfügung, die entweder die WT-Version von MAK-1 oder 
eine gegenüber dem ATP-Analogon 1NM-PP1 sensitive Variante der MAP-Kinase exprimieren. In 
letzteren Stämmen weist das Protein eine Mutation am Aminosäure-Rest E104 auf, wodurch die als 
Gatekeeper fungierende Glutaminsäure durch Alanin (A) ersetzt wurde. Eine vorherige Arbeit 
konnte zeigen, dass die Deletion von mak-1 in Abwesenheit des Inhibitors durch die ektopische 
Integration (EC) von mak-1-gfp (GN6-11) bzw. mak-1E104G-gfp (GN6-12) jeweils komplementiert wird 
(Lichius, 2010). Im Einklang mit diesen Ergebnissen lokalisierten MAK-1-GFP bzw. MAK-1E104G-
GFP in miteinander interagierenden Keimlingen ununterscheidbar an der Kontaktstelle der Fusions-
partner (Abb. 3.2.18A) und in vergleichbarer Weise zu den Stämmen, die zuvor zur Lokalisierung der 
MAP-Kinase verwendet worden waren (Abb. 3.2.15 & Abb. 3.2.16). Durch die Behandlung gekeimter 
Sporen mit dem Inhibitor stellten sich jedoch eindeutige Unterschiede zwischen beiden Stämmen 
heraus. Während sich die Keimlinge des Stamms Δmak-1 mak-1-gfp (EC) nach Behandlung mit 
20 µM 1NM-PP1 genauso normal verhielten wie auf dem Kontrollansatz mit 0,2 % (v/v) DMSO, 
verloren die Zellen von Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC) in Gegenwart des Inhibitors ihre Fähigkeit 
miteinander zu interagieren (Abb. 3.2.18B). Dieser Phänotyp ähnelte deutlich dem der mak-1-
Deletionsmutante, deren Keimlinge ebenfalls nicht zur Zell-Zell-Kommunikation befähigt sind, auch 
wenn sie sich nah beieinander befinden (Abb. 3.2.18C). Bei der genaueren Untersuchung der 
vorhandenen Stämme fiel auf, dass die Keimlinge der Mutante Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC) selbst in 
Abwesenheit von 1NM-PP1 ein leicht abweichendes Verhalten vom Kontrollstamm aufwiesen. 
Demnach bildeten sich zwischen den Zellen oftmals breite, geschwollene Kontaktstellen heraus, und 
mitunter sogar solche, bei denen die Keimschläuche das gerichtete Wachstum fortsetzten, nachdem sie 
sich berührt hatten (Abb. 3.2.18D). Diese Beobachtungen ähnelten im Ansatz denen, die zuvor für 
Keimlinge der Sterol-Biosynthese-Mutante Δerg-2 gemacht worden waren (Abb. 3.1.3A). Vorläufige 
Ergebnisse diesbezüglich hatten ergeben, dass sich das Auftreten dieser abweichenden Zell-Zell-
Kontakte durch eine Verlängerung der Kultivierungsdauer sogar intensivierte (Müller, 2014). Eine 
darauf aufbauende quantitative Analyse bestätigte, dass nach 5,5 h Inkubation weniger als 70 % der 
Keimlingspaare von Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC) normale Kontaktstellen aufwiesen, während dies für 
ca. 95 % der Keimlinge von Δmak-1 mak-1-gfp (EC) der Fall war. Stattdessen reicherte der Stamm mit  
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Abb. 3.2.18: Δmak-1-Keimlinge mit einem ektopisch integrierten, inhibierbaren Allel von mak-1 zeigen 
ansatzweise Δerg-2-ähnliche Defekte. 
Zur gezielten Inhibierung der MAP-Kinase MAK-1 standen Δmak-1-Stämme zur Verfügung, in denen die 
Variante mak-1-gfp (GN6-11) bzw. das inhibierbare Allel mak-1E104G-gfp (GN6-12) ektopisch (EC) integriert 
sind. A: Beide GFP-markierten Varianten von MAK-1 werden an die Kontaktstelle sich berührender Keimlinge 
rekrutiert (Pfeile). B:  Die Zugabe des ATP-analogen Inhibitors 1NM-PP1 (20 µM in 0,2 % (v/v) DMSO) zum 
Kontrollstamm Δmak-1 mak-1-gfp (EC) hat keinen Einfluss auf die Interaktion zwischen den Keimlingen 
(Pfeile). Im Gegensatz dazu kommt das gerichtete Wachstum zwischen den Keimlingen des Genotyps 
Δmak-1 mak-1E104G-gfp durch 1NM-PP1 zum Erliegen (Pfeilköpfe) und ähnelt den Zellen der in C dargestellten 
Δmak-1-Mutante (KO-0083). Kontrolle: Zugabe von 0,2 % (v/v) DMSO. D: Durch die Verlängerung der 
Inkubationszeit von 4 auf 5,5 h werden bei den Keimlingen von Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC) in Abwesenheit 
des Inhibitors morphologisch auffällige Kontaktstellen sichtbar (Sternchen), die denen von Δerg-2 ähneln (vgl. 
Abb. 3.2.3A & B). Der Kontrollstamm zeigt normale Zell-Zell-Kontakte (Pfeile). Rohdaten: siehe Tab. 7.2.5. 
Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 100 bis 130 Zellpaaren. Größenbalken: A: 5 µm, 
B - D: 10 µm. 
dem inhibierbaren Allel von mak-1 zu etwa 20 % geschwollene und etwa 10 % verdrehte Zell-Zell-
Kontakte an (Abb. 3.2.18D). Die Studie, in der beide Stämme konstruiert worden waren, hatte jedoch 
nicht über solche Auffälligkeiten berichtet (Lichius, 2010). Auch wenn die Expression von 
mak-1E104G-gfp im Vergleich zur Kontrolle zu keiner verminderten Fluoreszenzintensität oder 
Rekrutierung des Proteins führte (Abb. 3.2.18A), kann nicht ausgeschlossen werden, dass die 
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Mutation in MAK-1, möglicherweise in Kombination mit GFP, die Funktionalität der MAP-Kinase 
leicht beeinträchtigt. 
Zwar bewirkt die Expression von MAK-1E104G-GFP in Δmak-1 in Abwesenheit von 1NM-PP1 
unerwarteterweise Defizite bei der Zell-Zell-Kommunikation (Abb. 3.2.18D), jedoch kann die 
Aktivität dieser Variante erst durch die Behandlung mit dem Inhibitor vollständig blockiert 
werden (Abb. 3.2.18 D). Das Auftreten Δerg-2-ähnlicher Defekte zwischen den Keimlingen von 
Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC) deutet indirekt auf eine teilweise gestörte Funktionalität der MAP-Kinase 
in der Sterol-Biosynthese-Mutante hin. Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine partielle 
Inhibierung von MAK-1 verstärkt Defizite ähnlich zu denen von Δerg-2 bewirken könnte. Zu diesem 
Zweck wurden die Keimlinge verschiedenen Konzentrationen an 1NM-PP1 ausgesetzt. Um pleiotrope 
Effekte zu vermeiden, die allgemein durch die Inaktivierung von MAK-1 entstehen könnten, wurden 
die Sporen zunächst für 2 h ohne Inhibitor inkubiert, bis sich junge, noch kaum miteinander inter-
agierende Keimlinge entwickelt hatten (Abb. 7.2.9A). Erst für die weiteren 2 h der Inkubation wurden 
die Zellen mit 1NM-PP1 behandelt und anschließend bezüglich der Zell-Zell-Kontakte und des 
gerichteten Wachstum bewertet. Der Kontrollstamm Δmak-1 mak-1-gfp (EC) war wie erwartet nicht 
sensitiv gegenüber einer sehr hohen Konzentration (20 µM) des Inhibitors, weshalb der Einfluss 
niedrigerer Konzentrationen hier nicht weiter getestet wurde. Die Keimlinge bildeten dabei fast 
ausschließlich normale Zell-Zell-Kontakte aus (Abb. 3.2.19A & C). In Abwesenheit von 1NM-PP1 
verhielten sich die Zellen von Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC) ähnlich zu denen der Kontrolle und zeigten 
überwiegend normale Kontaktstellen zwischen den Keimligen (Abb. 3.2.19B & C). Die Anwesenheit 
relativ niedriger Konzentrationen des Inhibitors (0,8 µM und 2 µM) hatte eine Veränderung der Zell-
Zell-Kontakte zur Folge. Demnach traten nun zunehmend geschwollene und sich umeinander 
wickelnde Kontaktstellen in den Vordergrund. Ab einer Konzentration von 4 µM waren die meisten 
der sich in Interaktion befindlichen Keimlingspaare nicht mehr in der Lage, das gerichtete Wachstum 
nach Zell-Zell-Kontakt einzustellen. Die phänotypische Ähnlichkeit von Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC) 
zu Δerg-2-Keimlingspaaren wurde bei diesen Untersuchungen mehr als deutlich (Abb. 3.2.19D, 
vgl. Abb. 3.1.2B). Das Einwirken des Inhibitors beeinflusste jedoch nicht nur die morphologische 
Ausprägung der Zell-Zell-Kontakte, sondern auch die Anzahl der Zellen, die sich in gerichtetem 
Wachstum befanden. Mit steigender Konzentration von 1NM-PP1 interagierten zunehmend weniger 
Keimlinge miteinander. Interessanterweise bildeten sich im Bereich von 2 bis 4 µM des Inhibitors 
nicht nur die zu Δerg-2 ähnlichsten Zell-Zell-Kontakte heraus (Abb. 3.2.19C, vgl. Abb. 3.2.3B), 
sondern interagierte in vergleichbarer Weise zur Sterol-Biosynthese-Mutante auch nur etwa die Hälfte 
der Keimlinge miteinander (Abb. 3.2.19E, vgl. Abb. 3.1.3B). In Gegenwart von 20 µM des Inhibitors 
wurden schließlich keine Interaktionen mehr beobachtet (Abb. 3.2.19B & E), was dem Verhalten der 
Δmak-1-Mutante entsprach (Abb. 3.2.18C). Diese Beobachtungen verdeutlichen, dass die künstlich 
verminderte Aktivität von MAK-1 ein Δerg-2-ähnliches Verhalten von Keimlingen provoziert. 
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Abb. 3.2.19: Die dosisabhängige Inhibierung der MAP-Kinase MAK-1 provoziert Defekte während der 
Keimlingsinteraktionen ähnlich zu denen der Sterol-Biosynthese-Mutante Δerg-2. 
Der Einfluss des Inhibitors 1NM-PP1 auf das Verhalten der Keimlinge von Δmak-1 mak-1-gfp (EC) (GN6-11) 
und Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC) (GN6-12) wurde systematisch miteinander verglichen. A: Die Interaktionen 
(Pfeile) zwischen Keimlingen des Kontrollstamms sind nicht sensitiv gegenüber dem Inhibitor. B: 1NM-PP1 
bewirkt für den Stamm mit dem inhibierbaren Allel mak-1E104G eine dosisabhängige Verschlechterung der Zell-
Zell-Interaktionen. Während normale Kontaktstellen (Pfeile) mit zunehmender Konzentration des Inhibitors 
verschwinden, verdicken sich die Keimschläuche nach Berührung (Pfeilköpfe) oder setzen ihr Wachstum fort 
(Sternchen). C: Quantitative Analyse der Zell-Zell-Kontakte in Abhängigkeit von 1NM-PP1. Im Gegensatz zur 
Kontrolle bildet der inhibierbare Stamm verdrehte Kontaktstellen zwischen den Keimlingen aus. D: Diese 
beiden sich mehrfach umeinander wickelnden Keimlinge (Sternchen) des Genotyps Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC) 
zeigen nach Behandlung mit 2 µM 1NM-PP1 den gleichen Defekt wie Δerg-2 (vgl. Abb. 3.1.2B). E: Das 
gerichtete Wachstum von Keimlingen des inhibierbaren Stamms nimmt mit steigender Konzentration des 
Inhibitors ab. Rohdaten: siehe Tab. 7.2.7 & Tab. 7.2.8. Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils 
ca. 20 bis 70 Zellpaaren bzw. 100 bis 160 Zellen. Größenbalken: A - B: 10 µm, D: 5 µm. 
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Die bemerkenswerte phänotypische Ähnlichkeit zwischen den partiell inhibierten Keimlingen des 
Stamms Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC) und den Zellpaaren der Δerg-2-Mutante (Abb. 3.2.19D & 
Abb. 3.1.2B) ließ stark vermuten, dass dieser experimentelle Ansatz eine mit der Sterol-Biosynthese-
Mutante vergleichbare Abnahme der Zell-Zell-Fusion hervorrufen würde (Abb. 3.1.4). Zu diesem 
Zweck wurden zusätzlich Δmak-1-Stämme erstellt, in denen die WT- bzw. die inhibierbare Variante 
von MAK-1 mit dsRED fusioniert wurden. Die resultierenden Mutanten verhielten sich in Abwesen-
heit bzw. in Gegenwart von 1NM-PP1 genauso wie diejenigen, die vergleichbare GFP-Fusions-
proteine der MAP-Kinase exprimierten (Abb. 7.2.10 & Abb. 3.2.18B). Obwohl die Rekrutierung von 
dsRED-MAK-1 am Fusionspunkt nicht beobachtet werden konnte (Abb. 7.2.10B), ist von der 
Funktionalität des Konstrukts auszugehen, da die Defekte der mak-1-Deletion sowohl makroskopisch 
als auch mikroskopisch vollständig komplementiert wurden (Abb. 7.2.10A & C). In Anlehnung an die 
in Abschnitt 3.1.3 vorgenommene Analyse der Keimlingsfusionen zwischen den erg-Mutanten wurden 
gemischte Zellpaare untersucht, in denen die Zellen entweder die grün bzw. rot fluoreszierenden WT-
Kinasen oder die entsprechenden Analog-sensitiven Varianten von MAK-1 exprimierten. Wie zu 
erwarten war, wurde die Zell-Zell-Fusion zwischen Keimlingspaaren mit den Genotypen 
Δmak-1 mak-1-gfp (EC) bzw. Δmak-1 dsRed-mak-1 (GN6-11 + GN9-36) durch die Behandlung mit 
1NM-PP1 nicht beeinflusst (Abb. 3.2.20A). Im Gegensatz dazu führte die Gegenwart von 4 und 8 µM 
des Inhibitors wie zuvor beobachtet (Abb. 3.2.19C) zu einer Δerg-2-ähnlichen Umwicklung der 
Keimschläuche zwischen Interaktionspartnern mit den Genotypen Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC) bzw. 
Δmak-1 dsRed-mak-1E104G (GN6-12 + GN9-39). Während diese Zellen in dem Kontrollansatz 
ungehindert miteinander fusionierten, kam es in Folge der Behandlung mit dem Inhibitor oftmals zu 
keiner Vermischung der grünen und roten Fluoreszenz (Abb. 3.2.20B). Die quantitative Analyse der 
Keimlingsfusion bestätigte, dass sich die mit den WT-Allelen von MAK-1 komplementierten 
Zellpaare zu etwa 90 % vermischten (Abb. 3.2.20C), was der zuvor bestimmten Fusionsrate des WT-
Stamms entspricht (Abb. 3.1.4B). Während die Keimlinge mit den inhibierbaren Allelen der MAP-
Kinase in Abwesenheit von 1NM-PP1 einen von der Kontrolle ununterscheidbaren Wert aufwiesen, 
nahm die Anzahl der Zell-Zell-Fusionen mit steigender Konzentration des Inhibitors sukzessiv ab und 
erreichte einen mit der Δerg-2-Mutante vergleichbaren Rückgang (Abb. 3.2.20C & Abb. 3.1.4B). Die 
Behandlung der inhibierbaren Keimlingspopulation mit 20 µM an 1NM-PP1 blockierte sämtliche Zell-
Zell-Interaktionen, infolgedessen es nie zu einer Vermischung von grünen und roten Fluoreszenz kam 
(Abb. 3.2.20D). Diese Ergebnisse veranschaulichen, dass eine verminderte Aktivität von MAK-1 nicht 
nur die Kommunikation sondern auch die Fusion zwischen den Keimlingen in einer dosisabhängigen 
Art und Weise beeinträchtigt. Das Auftreten von Δerg-2-ähnlichen Umwicklungen der Keimschläuche 
geht daher mit einer deutlich verminderten Zell-Zell-Fusion einher. 
Um zu klären, ob eine Beeinträchtigung von MAK-1 die Biosynthese von Ergosterol beeinflusst, 
wurde die Sterol-Zusammensetzung von Δmak-1 (KO-0083) analysiert. Die Deletion des Gens hat 
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jedoch keine Auswirkungen auf die Bildung von Ergosterol (Abb. 7.2.14), sodass davon ausgegangen 
werden kann, dass kein Zusammenhang zwischen der Aktivität dieser MAP-Kinase und der Sterol-
Biosynthese besteht. Diese Resultate legen den Schluss nah, dass eine verminderte Funktionalität von 
MAK-1 die gestörte Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion von Δerg-2-Keimlingen verursacht. 
Folglich provoziert die gezielte Inhibierung dieser MAP-Kinase die charakteristischen Defekte dieser 
Sterol-Biosynthese-Mutante. 
 
Abb. 3.2.20: Das durch die MAK-1-Inhibierung hervorgerufene Δerg-2-ähnliche Verhalten von 
Keimlingen beeinträchtigt die Zell-Zell-Fusion. 
Zur quantitativen Bestimmung der Zell-Zell-Fusion zwischen Keimlingen, die 1NM-PP1 ausgesetzt worden 
waren, wurden Zellpaare bestehend aus Δmak-1 mak-1-gfp  (GN6-11) und Δmak-1 dsRed-mak-1 (GN9-36) bzw. 
Δmak-1 mak-1E104G-gfp (GN6-12) und Δmak-1 dsRed-mak-1E104G (GN9-39) fluoreszenzmikroskopisch unter-
sucht. A: In Gegenwart von 8 µM des Inhibitors bilden die Zellpaare mit den WT-Allelen von MAK-1 normale 
Kontaktstellen aus (Pfeile) und fusionieren ungehindert miteinander. B: Während die Keimlingspaare mit den 
inhibierbaren Varianten von MAK-1 auf Medium ohne 1NM-PP1 normal miteinander interagieren (Pfeil) und 
fusionieren, führt die Behandlung mit 4 bzw. 8 µM des Inhibitors zu Δerg-2-ähnlichen Umwicklungen der 
Keimschläuche (Sternchen), infolgedessen die Vermischung der Fluoreszenzfarben ausbleibt (vgl. Abb. 3.1.4). 
C: Die quantitative Analyse ergibt nur für die Keimlingspaare mit den inhibierbaren Allelen der MAP-Kinase 
eine dosisabhängige Abnahme der Zell-Zell-Fusionen. D: Die Gegenwart von 20 µM des Inhibitors blockiert die 
Interaktionen und folglich auch die Fusionen zwischen dicht beieinander liegenden Keimlingen der inhibierbaren 
Stämme. Kontrolle: Zugabe von 0,2 % (v/v) DMSO. Rohdaten: siehe Tab. 7.2.9. Fehlerbalken: SD von drei 
Experimenten mit jeweils ca. 120 bis 150 Zellpaaren. Größenbalken: A - B: 5 µm, D: 10 µm. 
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Die vorherigen Ergebnisse hatten gezeigt, dass Δerg-2 weder die Rekrutierung noch die Aktivierung 
der MAP-Kinase MAK-2 beeinträchtigt (Abb. 3.2.4 & Abb. 3.2.14). Daher wird angenommen, dass 
eine selektive Inhibierung von MAK-2, im Gegensatz zu der von MAK-1, die Δerg-2-spezifischen 
Defekte nicht nachahmen würde. Zu diesem Zweck wurde eine Δmak-2-Mutante verwendet, die die 
inhibierbare Variante MAK-2Q100G exprimiert (Fleissner et al., 2009a). Als gegenüber dem Inhibitor 
nicht sensitive Kontrolle diente ein Stamm, der zusätzlich zum nativen WT-Allel von mak-2 ein 
mak-2-gfp-Konstrukt am his-3-Locus trägt (N1-41). Analog zu dem vorherigen Versuch um mak-1 
wurden beide Stämme zunächst in Abwesenheit von 1NM-PP1 inkubiert (Abb. 7.2.9B). Die 
anschließende Behandlung mit hohen Dosen des Inhibitors (20 und 40 µM) hatte wie erwartet keinen 
Einfluss auf das Verhalten des Kontrollstamms, dessen Keimlinge fast ausschließlich WT-artige Zell-
Zell-Kontakte ausbildeten (Abb. 3.2.21A & C) und uneingeschränkt zum gerichteten Wachstum fähig 
waren (Abb. 3.2.21D). Die Mutante Δmak-2 mak-2Q100G zeigte in Gegenwart von 1NM-PP1 hingegen 
eine dosisabhängige Abnahme der Anzahl der Zellen, die miteinander interagierten. Bei einer Konzen-
tration von 40 µM des Inhibitors lagen kaum noch Interaktionen vor, was wie erwartet dem Zustand 
der Δmak-2-Mutante ähnelte (Abb. 3.2.21B & D). Niedrigere Dosen von 1NM-PP1 (8 und 20 µM) 
ließen das gerichtete Wachstum wiederum begrenzt zu. Dabei bildeten die Keimlinge, die miteinander 
interagieren konnten, jedoch fast ausschließlich normale Zell-Zell-Kontakte aus (Abb. 3.2.21B & C). 
Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu dem Verhalten der Mutante Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC), 
welche nach Behandlung mit dem Inhibitor einen Δerg-2-artigen Phänotyp annimmt (Abb. 3.2.19). 
Damit steht fest, dass durch die partielle Inhibierung von MAK-2 nicht die Gesamtheit an 
Einschränkungen nachgeahmt wird, die für die Keimlinge der Sterol-Biosynthese-Mutante charakte-
ristisch sind. Zwar reduziert 1NM-PP1 die Fähigkeit der Keimlinge von Δmak-2 mak-2Q100G 
miteinander zu interagieren,  jedoch wurden dabei nie Zellen beobachtet, die nach Kontakt das 
gerichtete Wachstum fortsetzten. Auffällig für diese Mutante war darüber hinaus, dass eine geringe 
Aktivität von MAK-2 scheinbar späte Defekte während der Plasmamembran-Fusion hervorrief 
(Abb. 3.2.21E), was für Keimlinge von Δerg-2 jedoch nicht beobachtet worden war. Damit grenzt sich 
die phänotypische Ausprägung einer verminderten MAK-2-Aktivität von der ab, die durch die 
Inhibierung von MAK-1 bewirkt wird. 
Zusammengefasst stellen die Ergebnisse dieser Chemical Genetics-Ansätze heraus, dass ausschließlich 
eine verminderte Aktivität der MAP-Kinase MAK-1, nicht aber die von MAK-2, die Defekte von 
Δerg-2 nachahmt. Demzufolge beeinträchtigt die veränderte Sterol-Zusammensetzung der Mutante 
spezifisch den Signaltransduktionsweg, der während der Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion mit 
MAK-1 assoziiert ist. Dabei nimmt diese MAP-Kinase sowohl vor als auch nach physischem Kontakt 
der Zellen Funktionen ein, die von Membran-Sterolen abhängig sind. 
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Abb. 3.2.21: Die Inhibierung von MAK-2 ruft keine Δerg-2-ähnlichen Defekte während der Interaktionen 
zwischen Keimlingen hervor. 
Der Einfluss der chemischen Inhibierung der MAP-Kinase MAK-2 auf die Zell-Zell-Kommunikation wurde 
detailliert untersucht. A: Die Ausbildung normaler Zell-Zell-Kontakte eines Kontrollstamms, der mak-2-gfp 
exprimiert (N1-41), wird durch 1NM-PP1 nicht beeinträchtigt. B: Ein inhibierbarer Stamm mit dem Genotyp 
Δmak-2 mak-2Q100G (N2-01) ist sensitiv gegenüber 1NM-PP1. Mit steigender Konzentration des Inhibitors 
nehmen die beobachteten Zell-Zell-Kontakte (Pfeile) ab. Viele Keimlinge interagieren nicht mehr miteinander 
(Sternchen). C: Die quantitative Analyse der Zell-Zell-Kontakte zeigt, dass beide Stämme selbst in Gegenwart 
des Inhibitors fast ausschließlich normale Berührungsstellen zwischen den Keimlingen ausbilden. D: Mit 
steigender Konzentration von 1NM-PP1 nimmt die Anzahl der Zellen, die sich im gerichteten Wachstum 
befinden, für den inhibierbaren Stamm Δmak-2 mak-2Q100G zunehmend ab. E: Einige Keimlingspaare weisen 
nach Anwendung von 20 µM des Inhibitors Defekte während der Plasmamembran-Fusion der Zellen auf (Pfeil). 
Die Anfärbung der Membranen erfolgte mit FM4-64. Rohdaten: siehe Tab. 7.2.10 & Tab. 7.2.11. Fehler-
balken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 50 bis 90 Zellpaaren bzw. 80 bis 160 Zellen. Größen-
balken: A - B: 10 µm, E: 5 µm. 
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3.2.10 MAK-1 und SO kolokalisieren vorübergehend am Fusionspunkt 
Die bisherigen Ergebnisse haben dargestellt, dass in Keimlingen der Sterol-Biosynthese-Mutante 
Δerg-2 die Rekrutierung und/oder Lokalisierung der Signalproteine SO und MAK-1 stark 
beeinträchtigt sind (Abb. 3.2.5, Abb. 3.2.15 & Abb. 3.2.16). Darüber hinaus haben sowohl die 
Manipulation von SO (Abb. 3.2.11) als auch die Inhibierung der Aktivität dieser MAP-Kinase 
(Abb. 3.2.19 & Abb. 3.2.20) ein Δerg-2-ähnliches Verhalten von Keimlingen zur Folge. Anhand 
dieser Resultate wird vermutet, dass beide Proteine eine gemeinsame Funktion während der Zell-Zell-
Kommunikation und/oder -Fusion einnehmen. Diese Annahme wird dadurch unterstützt, dass in 
S. macrospora eine direkte Interaktion zwischen dem SO-Homolog PRO40 und der MAPKK MEK1, 
die MAK1 phosphoryliert, sowie der MAPKKK MIK1 hergestellt werden konnte (Teichert et al., 
2014). Vorläufige Untersuchungen mittels Yeast two-hybrid-Analyse konnten diese Interaktionen 
zwischen den entsprechenden Proteinen SO und MEK-1 bzw. MIK-1 aus N. crassa bestätigen (Ulrike 
Brandt, unveröffentlichte Daten). 
Zur weiteren Bestätigung dieser Zusammenhänge wurde ein heterokaryotischer Stamm erstellt, der 
sowohl MAK-1-GFP als auch dsRED-SO exprimiert (MW_495). Die subzelluläre Lokalisierung 
beider Signalproteine in miteinander interagierenden Keimlingen wurde zeitgleich mittels 
Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Abb. 3.2.22). In Zellpaaren, die sich noch nicht berührt hatten, 
nahmen beide Proteine kein gemeinsames Lokalisierungsmuster an. Während dsRED-SO zwischen 
den Keimschlauchspitzen beider Zellen wie erwartet oszillierte, wies MAK-1-GFP eine unregelmäßige 
Lokalisierung an nur einer oder beiden Zellspitzen auf (Abb. 3.2.22A). Erst nach Zell-Zell-Kontakt 
kolokalisierten beide Signalproteine deutlich an der Berührungsstelle. Im weiteren Verlauf der 
Interaktion wurde die Zell-Zell-Fusion eingeleitet, was anhand der Vermischung der unterschiedlichen 
Fluoreszenz-Signalstärken in den heterokaryotischen Keimlingen mitunter gut erkennbar war 
(Abb. 3.2.22B). Während MAK-1 im Anschluss dazu weiter am Fusionspunkt lokalisierte, wurde SO 
von dort rasch abgezogen. Die MAP-Kinase bildete anschließend oftmals eine ringförmige Anordnung 
am Kontaktbereich beider Zellen aus, die auf die Beteiligung des Proteins an der Bildung und/oder 
Aufrechterhaltung einer Fusionspore hindeutet. Genauso wie für SO verschwand das Signal von 
MAK-1 letztendlich vollständig vom Fusionspunkt. Diese Beobachtungen geben Grund zur Annahme, 
dass beide Proteine zumindest nach Zell-Zell-Kontakt vorrübergehend gemeinsame Funktionen 
ausüben, die voneinander abhängig sein könnten. Vermutlich ist dieses Zusammenspiel in Δerg-2-
Keimlingen gestört, wodurch die Zellen den Übergang vom gerichteten Wachstum zum Wachstums-
stopp und damit die Zell-Zell-Fusion nicht effektiv initiieren können. 
Da das Protein SO jedoch kein direkter Interaktionspartner der MAP-Kinase MAK-1 ist, sondern in 
N. crassa wahrscheinlich ähnlich zu den Beobachtungen in S. macrospora mit den sich in der Kinase-
Kaskade darüber befindlichen Komponenten MEK-1 und MIK-1 wechselwirkt (Teichert et al., 2014), 
sollte die Lokalisierung dieser beider Faktoren ebenfalls analysiert werden. Zum gegenwärtigen 
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Abb. 3.2.22: Nach Zell-Zell-Kontakt kolokalisieren MAK-1 und SO vorübergehend am Fusionspunkt von 
Keimlingspaaren. 
Die Keimlinge eines heterokaryotischen Stamms, der sowohl MAK-1-GFP als auch dsRED-SO exprimiert 
(MW_495), wurden fluoreszenzmikroskopisch analysiert. A: Direkt vor Kontakt rekrutiert eine Zelle MAK-1 an 
dessen Keimschlauchspitze, während an der Spitze der anderen Zelle zu diesem Zeitpunkt SO lokalisiert 
(Pfeilköpfe). Wenige Minuten nach Zell-Zell-Kontakt kommt es zur Kolokalisierung beider Proteine an der 
Berührungsstelle (Pfeil). B: Unmittelbar vor der Zell-Zell-Fusion kolokalisieren MAK-1 und SO deutlich an der 
Kontaktstelle zweier Keimlinge (Pfeil). Kurz darauf erfolgt die Fusion beider Zellen (erkennbar an dem 
Ausgleich der unterschiedlichen Fluoreszenzstärken). Während SO vom Fusionspunkt abgezogen wird, liegt 
MAK-1 dort weiterhin stark fokussiert vor (Pfeilkopf). Die MAP-Kinase lokalisiert daraufhin ringförmig an der 
Kontaktstelle (Sternchen), bevor sie ebenfalls von dort abgezogen wird. Größenbalken: jeweils 5 µm. 
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Zeitpunkt der Untersuchungen konnte lediglich ein funktionelles MEK-1-GFP-Konstrukt erstellt 
werden, welches die Defekte der Δmek-1-Mutante vollständig kompensierte. Die Expression von GFP-
MIK-1 hingegen bewirkte keine Komplementierung der mik-1-Deletion, die wie die Mutation von 
mek-1 bzw. mak-1 zum kompletten Verlust der Zell-Zell-Interaktionen führt und auf makroskopischer 
Ebene pleiotrope Defekte hervorruft (Maerz et al., 2008). 
Keimlinge des Genotyps Δmek-1 mek-1-gfp, die von Kulturen eines Primärtransformanten (MW_543) 
oder eines daraus aufgereinigten Isolats (MW_581) stammten, wiesen eine zytoplasmatische 
Verteilung der MAPKK auf, die mitunter selbst im Homokaryon relativ schwach ausgeprägt sein 
konnte. Im Gegensatz zu MAK-1-GFP (Abb. 3.2.16) lokalisierte MEK-1-GFP zudem nicht in den 
Zellkernen, die daher wie bereits für SO-GFP beobachtet worden war (Abb. 3.2.5) indirekt als 
Schatten im Zytoplasma erschienen (Abb. 3.2.23). Da das MEK-1-Konstrukt die Interaktionen 
zwischen den Δmek-1-Keimlingen wiederherstellte, wurde untersucht, ob es nach Zell-Zell-Kontakt 
zur Rekrutierung des Proteins kommen würde. Vorläufige Ergebnisse weisen darauf hin, dass sich 
MEK-1-GFP nach Berührung der Keimlinge in einer zu MAK-1 ähnlichen Art und Weise am 
Fusionspunkt konzentriert (Abb. 3.2.23A). Im Gegensatz zum Kontrollstamm lokalisierte die MAPKK 
in einer entsprechenden Δerg-2-Mutante (MW_582) nicht an der Berührungsstelle der Zellpaare 
(Abb. 3.2.23B). Aufgrund der wiederum schwach ausgeprägten zytoplasmatischen Fluoreszenz des 
 
Abb. 3.2.23: Die Deletion von erg-2 stört die Rekrutierung der MAPKK MEK-1 nach physischem 
Kontakt. 
Keimlingspaare der Stämme Δmek-1 MEK-1-GFP (MW_543 bzw. MW_581) und Δmek-1 Δerg-2 MEK-1-GFP 
(MW_582) wurden hinsichtlich der Rekrutierung der MAPKK nach Berührung der Zellen untersucht. 
A: MEK-1-GFP wird nach Zell-Zell-Kontakt an die Berührungsstelle beider Keimlinge rekrutiert (Pfeile). Die 
MAPKK lokalisiert darüber hinaus im Zytoplasma, jedoch im Gegensatz zu MAK-1 nicht in den Zellkernen 
(siehe Abschnitt 3.2.8). B: In sich berührenden Δerg-2-Zellen kann keine Rekrutierung von MEK-1-GFP 
festgestellt werden (Sternchen). Größenbalken: jeweils 5 µm. 
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Konstrukts sollten detailliertere Analysen klären, ob MEK-1-GFP in den Keimlingen der Sterol-
Biosynthese-Mutante eventuell nur vermindert rekrutiert wird. Tendenziell steht die wahrscheinlich 
gestörte Rekrutierung einer weiteren Komponente des MAK-1-Signalwegs jedoch im Einklang mit 
den bisher erzielten Ergebnissen, die den Δerg-2-Zellen eine spezifische Beeinträchtigung der mit dem 
Protein SO assoziierten Faktoren bescheinigt. Weitere Untersuchungen werden, insbesondere im 
Hinblick auf die Bildung einer Fusionspore sowie die mögliche Kolokalisierung mit SO, Gemein-
samkeiten und Unterschiede zwischen MAK-1-GFP und MEK-1-GFP aufzeigen. 
 
3.2.11 Die verminderte Expression von Faktoren des MAK-1-Signalwegs 
provoziert Δerg-2-ähnliche Defekte in Keimlingen und Hyphen 
Die Aktivierung von MAPK-Kaskaden erfolgt allgemein durch extrazelluläre Stimuli, deren Wirkung 
über die Zellwand und Plasmamembran hinweg in den intrazellulären Raum übertragen wird (Lim 
et al., 2015). Während der Interaktion von Keimlingen wird die Phosphorylierung von MAK-1 über 
einen noch unbekannten Mechanismus wahrscheinlich durch das Sensorprotein HAM-7, welches über 
einen GPI-Anker in der Außenseite der Plasmamembran verankert zu sein scheint, vermittelt (Maddi 
et al., 2012). Diese Art von posttranslationaler Modifikation assoziiert Proteine in der Regel mit 
Membrandomänen, die reich an Sterolen sind (Fujita & Jigami, 2008; Zurzolo & Simons, 2016). Da 
Keimlinge der Mutante Δham-7 zudem nicht miteinander interagieren können und eine verminderte 
Aktivierung von MAK-1 aufweisen (Fu et al., 2014; Jonkers et al., 2014; Maddi et al., 2012), wurde 
angenommen, dass die veränderte Sterol-Zusammensetzung von Δerg-2 dieses Protein spezifisch 
beeinträchtigen könnte. 
Zunächst wurde versucht, HAM-7 mittels Live-cell imaging in miteinander interagierenden Keim-
lingen zu lokalisieren. In einer vorherigen Studie wurde bereits eine funktionelle Variante des Proteins 
in fixierten Zellen mittels Immunofluoreszenz untersucht (Fu et al., 2014), jedoch erschien die 
angeblich in Vakuolen und Vesikeln beobachtete Lokalisierung von HAM-7 wenig aussagekräftig. 
Aufgrund der strukturellen Merkmale dieses mit GPI modifizierten Proteins, welches am N-Terminus 
über ein Signalpeptid verfügt und dessen C-terminale Helix im Verlauf der Prozessierung im ER 
zurückbleibt, wurde ein Ansatz gesucht, HAM-7 mit GFP zu fusionieren. Obwohl gegenwärtige 
Klonierungsstrategien für GPI-verankerte Proteine angewandt wurden (Frey et al., 2015; Martínez-
Núñez & Riquelme, 2015), konnten im Rahmen dieser Arbeit keine funktionellen HAM-7-Konstrukte 
mit GFP generiert werden. Weder die Integration des Fluorophors vor dem Omega-Rest des Proteins, 
an welchem der GPI-Anker angebracht wird, noch dessen Einbringen in einen Sequenzbereich nach 
dem Signalpeptid konnten die Deletion von ham-7 komplementieren. Zwar wurde in einigen Sporen 
von Primärtransformanten, die ein Pccg-1-ham-7(5`)-gfp-ham-7(ω-3´)-Konstrukt exprimierten, eine 
schwache Fluoreszenz entlang der Zellperipherie beobachtet, jedoch konnte dieses Signal nicht durch 
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eine Aufreinigung der Stämme gesteigert werden und verlor sich im Verlauf der Kultivierung der 
Transformanten sogar vollständig. 
Aufgrund dieser experimentellen Herausforderungen wurde ein alternativer Ansatz gesucht, um die 
vermutete Beeinträchtigung von HAM-7 in der Δerg-2-Mutante zu analysieren. Da das Protein keine 
bekannten Domänen aufweist, die in Analogie zur Inhibierung von MAK-1 (siehe Abschnitt 3.2.9) 
durch eine Chemikalie blockiert werden könnten, wurde versucht, die Expression von ham-7 zu 
reprimieren. Es wurde vermutet, dass eine verminderte Menge an HAM-7 in der Zelle zu einer 
reduzierten Aktivierung von MAK-1 führen könnte, die sich in einem Δerg-2-ähnlichen Verhalten der 
Keimlinge äußern würde. Zu diesem Zweck sollte das Gen unter die Kontrolle des durch Kupfer(II)-
Ionen reprimierbaren tcu-1-Promotors aus N. crassa gebracht werden (Lamb et al., 2013). In einer 
vorherigen Arbeit wurde bereits mittels Fluoreszenzmikroskopie, Western Blotting und Fluorimetrie 
demonstriert, dass die Expression des Reportergens gfp beim Fehlen von Cu2+ im Medium hoch und in 
Gegenwart der Ionen niedrig ist (Bruns, 2014). 
Um unter Beweis zu stellen, dass ein solcher Expressionsansatz auch für Gene, die an den vegetativen 
Zell-Zell-Interaktionen beteiligt sind, prinzipiell anwendbar ist, wurde sich zunächst dem so-Gen 
zugewandt. Da bereits die Manipulation der Stabilität von SO zu Δerg-2-artige Defekten geführt hatte 
(Abb. 3.2.11), wurde stark vermutet, dass auch verminderte Mengen dieses Proteins diesen Phänotyp 
zum Vorschein bringen würden. Ein so-gfp-Konstrukt wurde daher unter die Kontrolle von Ptcu-1 
gesetzt, in eine Δso-Mutante integriert und zu einem homokaryotischen Stamm aufgereinigt 
(MW_600). In gewöhnlichen MM-Schrägagarröhrchen wurde der makroskopische Phänotyp der 
Deletionsmutante durch dieses Konstrukt vollständig komplementiert, sodass Δso Ptcu-1-so-gfp ein 
mit dem WT (N1-01) vergleichbares Ausmaß an Lufthyphen und Sporen aufwies. Auch auf zellulärer 
Ebene konnten zahlreiche Interaktionen zwischen den Keimlingen dieses Stamms festgestellt werden. 
Da MM jedoch 1 µM an CuSO4 enthält (Vogel, 1956), erwies es sich im Verlauf der weiteren 
Analysen als zweckmäßig, Kupfer-freies Minimalmedium zu verwenden, welches zudem mit 
hochreiner Agarose anstelle von Agar-Agar verfestigt wurde. Diesem modifizierten Medium konnten 
definierte Mengen an Cu2+-Ionen zugesetzt werden. Sowohl die Vorkulturen, auf denen die Sporen der 
Stämme angezogen worden waren, als auch die MM-Platten zur Untersuchung der Keimlings-
interaktionen enthielten die gleiche Konzentration an CuSO4. Weder der Mangel an Kupfer noch die 
Gegenwart von Agarose hatten einen Einfluss auf das gerichtete Wachstum und die Zell-Zell-Kontakte 
zwischen den WT-Keimlingen (Abb. 3.2.24). In Abwesenheit der Kupfer-Ionen nahmen die Zellen 
von Δso Ptcu-1-so-gfp zudem ein vom WT ununterscheidbares Verhalten an. Bereits ab einer Konzen-
tration von 1 µM an Cu2+ bildete die Mutante hingegen verbreiterte Berührungsstellen zwischen den 
miteinander interagierenden Zellen aus. Ein 10- bis 100-facher Überschuss an Cu2+ reduzierte die 
Anzahl der gerichtet aufeinander zuwachsenden Keimlinge zudem deutlich und provozierte 
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Abb. 3.2.24: Die verminderte Expression von SO-GFP provoziert Δerg-2-ähnliche Defekte bei Keimlingen. 
Kulturen des Stamms Δso Ptcu-1-so-gfp (MW_600) wurden auf MM-Schrägagarröhrchen sowie MM-Platten 
angezogen, die mit Agarose anstelle von Agar-Agar versetzt worden waren und verschiedene Konzentrationen 
an Cu2+-Ionen enthielten. A: Das Verhalten der Keimlinge dieser Mutante korreliert mit der Konzentration der 
Kupfer-Ionen im Medium. In Abwesenheit von Cu2+ bilden die Keimlingspaare von Δso Ptcu-1-so-gfp mit dem 
WT (N1-01) vergleichbare Zell-Zell-Kontakte aus (schwarze Pfeile), an denen SO-GFP fokussiert wird (weißer 
Pfeil). Während die Gegenwart von 1 µM an Cu2+ leicht verdickte Berührungsstellen zwischen den Zellen 
hervorruft (schwarze Pfeilköpfe), wickeln sich die Keimschläuche bei 10-fachem Überschuss des Ions in einer 
Δerg-2-ähnlichen Art und Weise umeinander (Sternchen). Dennoch konzentriert sich SO-GFP dabei an der 
Kontaktstelle (weiße Pfeile) bzw. an den Zellspitzen der Keimlinge (weißer Pfeilkopf). In Gegenwart von 
100 µM bzw. 1000 µM an Cu2+ verhalten sich die Zellen wie Δso (vgl. Abb. 7.2.11) und weisen keine 
spezifische Fluoreszenz mehr auf. B: Mit zunehmender Konzentration an Cu2+ entwickeln die Keimlinge von 
Δso Ptcu-1-so-gfp vermehrt Δerg-2-artige Zell-Zell-Kontakte, wohingegen der WT nicht vom Mangel oder 
Überschuss der Ionen beeinflusst wird. C: Die Anzahl der gerichtet aufeinander zuwachsenden Keimlinge wird 
in Δso Ptcu-1-so-gfp spezifisch und in einer dosisabhängigen Art und Weise durch Cu2+ reduziert. Roh-
daten: siehe Tab. 7.2.12 & Tab. 7.2.13. Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 110 bis 130 
Zellpaaren bzw. 160 bis 340 Zellen. Größenbalken: 5 µm. 
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schließlich Δerg-2-ähnliche Umwicklungen der Keimschläuche. Eine Konzentration von 1000 µM an 
Cu2+, welche das Verhalten der WT-Zellen nicht störte, brachte die Zell-Zell-Interaktionen von Δso 
Ptcu-1-so-gfp in einer zur Deletion von so ähnlichen Weise nahezu vollständig zum Erliegen 
(Abb. 3.2.24). Um zu überprüfen, ob die durch Ptcu-1 kontrollierte Expression von so-gfp mit einer 
steigenden Konzentration an Kuper-Ionen im Medium abnimmt, wurden die Zellen fluoreszenz-
mikroskopisch bei gleichen Belichtungszeiten untersucht. Während SO-GFP in Abwesenheit von Cu2+ 
deutlich im Zytoplasma erkennbar war, nahm die Signalstärke des Proteins bereits bei 1 µM der Ionen 
sichtbar ab. Eine Konzentration von 10 µM an Cu2+ minderte die zytoplasmatische Fluoreszenz in Δso 
Ptcu-1-so-gfp sogar noch weiter, sodass folglich bei noch höheren Mengen der Ionen ein mit der 
Autofluoreszenz der WT-Zellen vergleichbar niedriges Niveau erreichte wurde (Abb. 3.2.24A). Trotz 
dieser sukzessiv abnehmenden zytoplasmatischen Fluoreszenz von SO-GFP wurde das Protein 
deutlich an die Zellspitzen der miteinander interagierenden Keimlinge rekrutiert. Selbst in den 
Zellpaaren, die sich nach Kontakt umeinander gewickelt hatten, wurde diese robuste Membran-
Rekrutierung von SO-GFP, im Gegensatz zur schwachen Rekrutierung und Fehllokalisierung des 
Proteins in Δerg-2-Keimlingen (Abb. 3.2.5D & E), durch die verminderte Expression nicht gestört 
(Abb. 3.2.24A). Diese Ergebnisse illustrieren, dass das Ausmaß der Expression des Ptcu-1-so-gfp-
Konstrukts in Abhängigkeit von der Konzentration an Kupfer-Ionen im Medium gesteuert werden 
kann und somit die phänotypische Ausprägung der Zellen direkt beeinflusst. 
Zur genaueren Darstellung der von Ptcu-1 regulierten Expression von SO-GFP wurde darüber hinaus 
eine biochemische Analyse mittels eines anti-GFP-Immunoblots vorgenommen. Vorläufige 
Ergebnisse zeigten jedoch, dass der Stamm Δso Ptcu-1-so-gfp unter den getesteten Bedingungen in 
Flüssigkultur im Gegensatz zu den Kontrollen kein SO-GFP von voller Länge bildete (Abb. 7.2.12). 
Vermutlich führte ein starker Abbau des Proteins dazu, dass lediglich Fragmente von SO-GFP 
nachgewiesen werden konnten. Die Signalstärke eines markanten Proteinfragments nahm jedoch in 
Δso Ptcu-1-so-gfp mit steigender Konzentration an Cu2+ ab, was mit den vorherigen fluoreszenz-
mikroskopischen Beobachtungen korrelieren könnte (Abb. 3.2.24A). 
Aufgrund der experimentell leicht regulierbaren Expression von SO-GFP unter der Kontrolle von 
Ptcu-1 wurden weitere Stämme konstruiert, in denen die Gene mak-1, mak-2, so oder ham-7 unter der 
Kontrolle dieses Promotors stehen. Transformanten der Genotypen Δmak-1 Ptcu-1-mak-1-gfp 
(MW_604 bis MW_606) und Δmak-2 Ptcu-1-mak-2-gfp (MW_607 bis MW_609) könnten in 
künftigen Analysen dazu dienen, die in Abschnitt 3.2.9 erzielten Ergebnisse zur chemischen 
Inhibierung beider MAP-Kinasen zu verifizieren und zu ergänzen. Da keine funktionellen HAM-7-
Konstrukte mit GFP generiert werden konnten, wurde der tcu-1-Promotor vor die Sequenz des Gens 
einschließlich dessen Terminator-Region kloniert und in eine Δham-7-Mutante eingebracht. 
Entsprechend wurden Stämme ohne gfp konstruiert, in denen die Expression von mak-1 und so durch 
diesen Promotor reguliert wird. Die Transformanten wurden zu homokaryotischen Stämmen der 
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Genotypen Δham-7 Ptcu-1-ham-7 (MW_532), Δmak-1 Ptcu-1-mak-1 (MW_533) und Δso Ptcu-1-so 
(MW_540) aufgereinigt. Sowohl die MM-Schrägagaröhrchen, auf denen diese Stämme angezogen 
worden waren, als auch die MM-Platten zur Analyse Zell-Zell-Interaktionen wurden zwar wie 
gewöhnlich mit Agar-Agar versetzt, enthielten allerdings wiederum die jeweils gleiche Konzentration 
an Cu2+. Sämtliche Stämme wiesen sowohl auf MM, welchem kein CuSO4 zugesetzt worden war, als 
auch auf herkömmlichem MM (1 µM an Cu2+) einen mit dem WT vergleichbaren makroskopischen 
Phänotyp auf. Im Gegensatz zu den obigen Versuchen mit Δso Ptcu-1-so-gfp fiel auf, dass den Medien 
mit 2 bis 6 mM relativ hohe Mengen an CuSO4 zugesetzt werden mussten, um vergleichbare 
Veränderungen im zellulären Verhalten der Stämme ohne gfp bewirken zu können. Jedoch wird das 
allgemeine Wachstum von N. crassa erst ab einer Konzentration von 6 mM an Cu2+ sichtbar 
eingeschränkt (Bruns, 2014). Aufgrund dieser unerwarteten Schwierigkeiten erschien es praktischer, 
die Stämme Δso Ptcu-1-so, Δmak-1 Ptcu-1-mak-1 und Δham-7 Ptcu-1-ham-7 in Form von Myzelien 
anzuziehen und deren Verhalten während der Fusion vegetativer Hyphen zu untersuchen. Als 
Kontrolle wurde ein WT-Stamm (N1-01) verwendet, dessen Hyphen sowohl in Abwesenheit von Cu2+ 
als auch in Gegenwart hoher Mengen der Ionen normale Fusionsbrücken ausbildeten, die denen auf 
MM ähnelten (Abb. 3.2.25). Entsprechend ihrer WT-ähnlichen makroskopischen Entwicklung auf 
Medium ohne Kupfer zeigten die Stämme mit dem tcu-1-Promotor größtenteils ein normales 
Verhalten der Fusionshyphen, welche zahlreiche von der Kontrolle ununterscheidbare Kontaktstellen 
ausbildeten. Lediglich die Hyphen der Mutante mit dem ham-7-Konstrukt bildeten auf Kupfer-freiem 
Medium und auf MM in erster Linie verdickte Berührungsstellen untereinander aus. Mit steigender 
Konzentration an Cu2+ nahmen die Hyphen im Myzel von Δham-7 Ptcu-1-ham-7 jedoch vermehrt ein 
Verhalten an, welches dem der Mutante Δerg-2 ähnelte (vgl. Abb. 3.2.2A). Die Fusionshyphen dieses 
Stamms waren in Gegenwart hoher Mengen an Kupfer scheinbar nicht mehr in der Lage, nach 
Berührung das gerichtete Wachstum einzustellen, infolgedessen sie sich umeinander wickelten. 
Gleichermaßen bildeten auch die Mutanten mit dem so- bzw. mak-1-Konstrukt auf Medium mit einem 
Überschuss an Kupfer Δerg-2-ähnliche Kontaktstellen zwischen den miteinander interagierenden 
Hyphen aus. Entsprechend der Erwartungen führte die vermutlich stark verminderte Expression der 
Gene so, mak-1 und ham-7 damit zu Fusionsdefekten, die denen der Sterol-Biosynthese-Mutante 
ähnelten (Abb. 3.2.25). Jedoch gelang es entgegen der vorherigen Versuche mit Δso Ptcu-1-so-gfp 
(Abb. 3.2.24) nicht, sämtliche Interaktionen zwischen den Hyphen zu unterbinden, wodurch die 
Kulturen ein Verhalten annehmen würden, welches das der entsprechenden Deletionsmutanten 
imitieren würde (Abb. 7.2.11A). Zukünftige Studien, die auf diese vorläufigen Beobachtungen 
aufbauen, werden klären, welche experimentellen Bedingungen erfüllt sein müssen, um die Expression 
von Genen unter der Kontrolle von Ptcu-1 vorhersehbar kontrollieren zu können. Zudem ist eine 
qualitative und/oder quantitative Untersuchung der Genexpression unerlässlich, damit das 
Expressionsniveau von so, mak-1 und ham-7 dargestellt werden kann. 
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Abb. 3.2.25: Die wahrscheinlich verminderte Expression von so, mak-1 und ham-7 ruft Δerg-2-ähnliche 
Defekte zwischen Fusionshyphen hervor. 
Die Gene so, mak-1 und ham-7 wurden unter der Kontrolle des Promotors Ptcu-1 im Hintergrund der 
entsprechenden Deletionsmutanten Δso (MW_540), Δmak-1 (MW_533) und Δham-7 (MW_532) exprimiert. In 
Anlehnung an Abb. 3.2.24, nach der ein Überschuss der Ionen wahrscheinlich die Expression der Gene in diesen 
Stämmen reprimiert, wurden vorläufige Analysen auf MM ohne und mit Cu2+ vorgenommen. In reifen Myzelien 
konnten die Folgen der Repression von so, mak-1 und ham-7 auf das Verhalten von Fusionshyphen leicht 
beobachtet werden. Während die Deletionsmutanten nicht miteinander interagieren (vgl. Abb. 7.2.11A), 
bewirken die Konstrukte auf kupferfreiem bzw. -armen Medium größtenteils ein WT-ähnliches Verhalten der 
Hyphen (Pfeile). Im Gegensatz zum WT (N1-01) bilden sich jedoch in Gegenwart relativ hoher Kupfer-Mengen 
morphologisch abweichende Kontaktstellen zwischen den miteinander interagierenden Hyphen aus, die denen 
von Δerg-2-Hyphen stark ähneln (vgl. Abb. 3.2.2A). Mit steigender Konzentration an Cu2+ treten zunehmend 
verdickte (Pfeilkopf) und verdrehte (Sternchen) Kontakte zwischen den Hyphen auf. Anmerkungen: MM enthält 
1 µM Cu2+; die Mutante Δham-7 Ptcu-1-ham-7 zeigt bereits in Abwesenheit von Cu2+ viele verdickte 
Berührungsstellen zwischen den Hyphen. Größenbalken: 10 µm. 
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Um auszuschließen, dass die Expression der Gene so, mak-1 und ham-7 mit der Biosynthese von 
Ergosterol in Zusammenhang steht, wurde mittels UV-VIS-Spektroskopie die Sterol-Zusammen- 
setzung von Δso (N1-12), Δmak-1 (KO-0083) und Δham-7 (KO-0135) analysiert (Abb. 7.2.14). Die 
Mutanten wiesen mit dem WT (N1-01) übereinstimmende Sterol-Profile auf, die sich zudem eindeutig 
von dem der Δerg-2-Mutante (N2-35) unterschieden. Dieses Ergebnis unterstreicht, dass die 
beobachteten Defekte nicht durch eine veränderte Sterol-Biosynthese bewirkt wurden. Stattdessen 
beeinträchtigt die vermutlich verminderte Expression von so, mak-1 und ham-7 den gleichen 
Signaltransduktionsweg, der auch in Δerg-2 betroffen ist. Die Akkumulation des Sterol-Intermediats 
in Δerg-2 könnte daher spezifisch die Funktionalität des Membranproteins HAM-7 beeinträchtigen, 
wodurch das MAK-1-Modul und damit assoziierte Proteine wie SO empfindlich gestört werden. 
 
3.2.12 Die Deletion von erg-2 beeinträchtigt nicht die mit Zellwand- und 
Zellmembran-Stress assoziierten Funktionen von MAK-1 und SO 
Sterole stellen einen essentiellen Bestandteil von Biomembranen dar und sind daher an einer Vielzahl 
von zellulären Prozessen beteiligt, die direkt oder indirekt mit Membranen in Verbindung stehen 
(Simons & Ikonen, 1997; Simons & Toomre, 2000). Wie bisher demonstriert werden konnte, ist in 
N. crassa die Funktionalität der Signalproteine MAK-1 und SO während der Zell-Zell-Kommuni-
kation und -Fusion von Sterolen abhängig. Die pleiotropen Defekte der Fusionsmutanten Δmak-1 
(Maerz et al., 2008) und Δso (Fleissner et al., 2005) deuten zudem darauf hin, dass beide Proteine in 
weiteren Prozessen involviert sind. Während MAK-1 eine bedeutende Rolle bei der Integrität der 
Zellwand einnimmt (Maerz et al., 2008), trägt SO zusätzlich zum effizienten Wundverschluss 
verletzter Hyphen bei (Fleissner & Glass, 2007). 
Um zu überprüfen, ob auch diese Funktionen von MAK-1 und SO durch die veränderte Sterol-
Zusammensetzung von Δerg-2 gestört werden, wurde die Mutante Stressbedingungen ausgesetzt, 
welche Schäden an der Zellperipherie hervorrufen. Aufgrund der schwachen Rekrutierung und starken 
Fehllokalisierung von SO-GFP in Δerg-2-Keimlingen (Abb. 3.2.5) wurde vermutet, dass die Deletion 
in ähnlicher Weise die Funktion des Proteins beim Verschluss verwundeter Hyphen beeinträchtigen 
könnte. Zu diesem Zweck wurden reife Hyphen der Stämme WT SO-GFP (N1-22) und Δerg-2 
SO-GFP (N2-49) mit einer Rasierklinge verletzt. Im Myzel des Kontrollstamms wurde das Protein 
robust an die Poren der Septen rekrutiert, welche die intakten von den beschädigten Kompartimenten 
abgrenzten (Abb. 3.2.26A). Das rasche Verschließen der Poren verhinderte zudem das Austreten von 
Zytoplasma. In ununterscheidbarer Art und Weise wurde in verwundeten Δerg-2-Hyphen der Verlust 
des Zellinhalts unterbunden. Die Rekrutierung von SO-GFP im Myzel der Mutante erfolgte ebenfalls 
ausschließlich am zentralen Bereich der Septen, die die verletzten und die intakten Hyphenabschnitten 
voneinander trennten. Eine Fehllokalisierung des Proteins wie in Δerg-2-Keimlingen (vgl. Abb. 3.2.5) 
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wurde nicht beobachtet. Stattdessen akkumulierte in der Mutante SO-GFP wie im WT in etwa 90 % 
aller Fälle an den Poren von Septen verletzter Hyphen (Abb. 3.2.23B). Diese Ergebnisse verdeut-
lichen, dass sich die veränderte Sterol-Zusammensetzung von Δerg-2 per se nicht auf sämtliche 
zelluläre Prozesse auswirkt, an denen SO beteiligt ist. Vermutlich nimmt das Protein verschiedenartige 
Funktionen ein, wobei es mit Sterol-abhängigen und/oder Sterol-unabhängigen Faktoren assoziiert 
sein kann. 
 
Abb. 3.2.26: Die Deletion von erg-2 beeinträchtigt nicht die Rekrutierung von SO an die Poren von Septen 
verletzter Hyphen. 
Hyphen reifer Myzelien wurden mit Hilfe einer Rasierklinge verletzt und mikroskopisch an den Schnittstellen 
analysiert. A: An den Poren der Septen geschnittener Hyphen (Sternchen) kommt es zur Akkumulation von 
SO-GFP. Sowohl in einem WT- (N1-22) als auch in einem Δerg-2-Stamm (N2-49) lokalisiert das Protein im 
Zentrum der Septen (Pfeile). Der Austritt von Zytoplasma aus den intakten Kompartimenten wird in beiden 
Stämmen durch den Verschluss der Poren effizient unterbunden. Ein Stamm, der nur GFP exprimiert (N3-06), 
zeigt keine Akkumulation von Fluoreszenzsignalen am Septum. B: Quantitative Analyse der Rekrutierung von 
SO-GFP an die Poren von Septen verletzter Hyphen. Die Deletion von erg-2 hat in diesem Prozess keinen 
negativen Einfluss auf die Rekrutierung des Proteins. Rohdaten: siehe Tab. 7.2.14. Fehlerbalken: SD von drei 
Experimenten mit jeweils ca. 40 bis 60 Hyphen. Größenbalken: 5 µm. 
Die Aktivierung des MAK-1-Signaltransduktionswegs wird in N. crassa durch unterschiedliche 
Membran-ständige Sensorproteine vermittelt, deren Funktionalität prinzipiell von Sterolen abhängig 
sein könnte. Während das GPI-verankerte HAM-7 die MAP-Kinase im Prozess der Zell-Zell-
Kommunikation und -Fusion aktiviert, reguliert das Transmembranprotein WSC-1 die durch MAK-1 
vermittelte Integrität der Zellwand (Maddi et al., 2012). Daher wurde angenommen, dass die zuvor in 
Δerg-2-Keimlingen beobachtete reduzierte MAK-1-Aktivierung (Abb. 3.2.14) allgemein Zellwand-
bezogene Prozesse betreffen könnte, die auf die Funktionalität übergeordneter Sensorproteine 
angewiesen sind. Zu diesem Zweck wurden in Flüssigmedium Schüttelkulturen angezogen, in denen 
die Aktivierung der MAP-Kinase durch Stressfaktoren stimuliert werden sollte. Da sich morpho-
logische Unterschiede der Kulturen zusätzlich auf die Kinase-Aktivität auswirken können, wurden 
Polypropylen-Kolben verwendet, die ein vergleichbares Wachstum aller Myzelien in Form von 
gleichmäßigen Suspensionen gewährleisteten. Ein gängiges Mittel, um eine verstärkte Phosphory-
lierung der MAP-Kinasen MAK-1 und MAK-2 in N. crassa zu bewirken, ist die Behandlung der 
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Kulturen mit Wasserstoffperoxid, welches oxidativen Stress verursacht (Fu et al., 2014; Maddi et al., 
2012; Maerz et al., 2008). Daher wurden die Myzelien 15 min vor der Ernte 8 mM H2O2 ausgesetzt. 
Die Analyse mittels Western Blotting und einem Anti-Phospho-p44/42-Antikörper erbrachte, dass in 
der WT-Kultur (N1-01) die Phosphorylierung von MAK-1 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 
durch oxidativen Stress deutlich erhöht war (Abb. 3.2.27). In ununterscheidbarer Art und Weise 
erfolgte die Aktivierung von MAK-1 in der Mutante Δerg-2 (N2-35). Auch in den Stämmen Δmak-2 
(GN7-41) und Δham-7 (KO-0135) wurde die MAP-Kinase unter diesen Bedingungen robust 
phosphoryliert. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die veränderte Sterol-Zusammensetzung von 
Δerg-2 nicht allgemein sämtliche Prozesse stört, in denen die Aktivierung von MAK-1 benötigt wird. 
Prinzipiell ist die Mutante daher noch fähig, diese MAP-Kinase in vegetativen Hyphen zu aktivieren. 
 
Abb. 3.2.27: Die MAP-Kinase MAK-1 weist in den Myzelien von Δerg-2 und Δham-7 eine normale 
Aktivierung auf. 
Myzelien des WT-Stamms (N1-01) und der Mutanten Δerg-2 (N2-35), Δmak-1 (KO-0083), Δmak-2 (GN7-41) 
und Δham-7 (KO-0135) wurden hinsichtlich der Aktivierung der MAP-Kinasen MAK-1 und MAK-2 untersucht. 
Dazu wurden die aktivierten Kinasen in einer Western Blot-Analyse mit einem Anti-Phospho-p44/42-Antikörper 
nachgewiesen. Die Kulturen wurden 15 min vor der Ernte durch die Zugabe von H2O2 und Calcofluor White 
(CFW) oxidativem Stress bzw. Zellwand-Stress ausgesetzt, welcher MAK-1 und MAK-2 verstärkt aktivieren 
sollte. Die Behandlung mit 8 mM H2O2 bewirkt eine deutliche Phosphorylierung von MAK-1. Dabei unter-
scheiden sich Δerg-2, Δmak-2 und Δham-7 nicht von der WT-Kontrolle. MAK-2 wird unter diesen Bedingungen 
entgegen der Erwartung nicht aktiviert. Die Gegenwart von 36 µg/mL CFW (gelöst in DMSO) hat keinen 
wesentlichen Einfluss auf die Phosphorylierung beider MAP-Kinasen. Anmerkung: Auch in Abwesenheit von 
H2O2 und CFW weisen sowohl MAK-1 als auch MAK-2 eine Grundaktivierung auf, die mitunter sehr variabel 
sein kann. Die Ponceau-Färbung diente noch vor der ersten Hybridisierung mit Antikörpern als Beladungs-
kontrolle. Erwartete Proteingrößen: MAK-1: 47 kDa, MAK-2: 41 kDa, BML: 55 kDa (Beladungskontrolle; nach 
erneuter Hybridisierung derselben PVDF-Membran). 
Darauf aufbauend wurde vermutet, dass Stress-Bedingungen, welche die Zellwand direkt angreifen, 
ebenfalls zur Phosphorylierung von MAK-1 führen würden. Daher wurden die Myzelien mit 
Calcofluor White (CFW) behandelt, welches die Zusammenlagerung von Chitin blockiert (Elorza 
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et al., 1983). Vorherige Versuche auf Festmedium hatten ergeben, dass Δerg-2 und Δmak-1 sensitiv 
gegenüber diesem Inhibitor sind (Abb. 7.2.14). In Flüssigkultur konnte jedoch unter den getesteten, 
vermutlich nicht optimalen Bedingungen (Zugabe von 36 µg/mL CFW 15 min vor dem Ende der 
Kultivierung) weder in der Kontrolle noch in den Mutanten eine erhöhte Phosphorylierung von 
MAK-1 beobachtet werden (Abb. 3.2.27). Entgegen der Erwartung konnte darüber hinaus keine 
verstärkte Aktivierung der MAP-Kinase MAK-2 durch H2O2 festgestellt werden, welches für 
gewöhnlich dessen deutliche Phosphorylierung im WT bewirkt. Diese negativen Resultate verdeut-
lichen, dass diese Art von Versuchsansatz gewissen Schwankungen unterworfen ist und von 
vielfältigen Kultivierungsparametern abhängig zu sein scheint, die daher in zukünftigen Studien 
genauestens definiert werden sollten. 
In miteinander interagierenden Δerg-2-Keimlingen ist die Rekrutierung bzw. Lokalisierung von 
MAK-1 und SO stark beeinträchtigt (Abb. 3.2.5, Abb. 3.2.15 & Abb. 3.2.16). Um zu verstehen, ob die 
Mutation beide Proteine auch im Verlauf anderer zellulärer Prozesse von N. crassa stört, wurden 
Keimlinge untersucht, die sich in Zell-Lysis befanden. Während der Zell-Zell-Fusion kommt es in 
seltenen Fällen zur spontanen Lysis von Keimlingspaaren (Palma-Guerrero et al., 2014), da im Zuge 
der Umstrukturierung der Zellwand und/oder der Verschmelzung der Plasmamembranen Schäden 
auftreten können. Morphologisch unterscheiden sich lysierende von intakten Zellpaaren durch die 
starke Vakuolisierung einer oder auch beider Zellen (Abb. 3.2.28A). Bei der Analyse der subzellulären 
Lokalisierung von GFP-MAK-1 (Abb. 3.2.15) wurden vereinzelt Keimlingspaare beobachtet, die sich 
im Prozess der Zell-Lysis befanden. In solchen Paaren akkumulierte die MAP-Kinase im Kontroll-
stamm (GN4-33) deutlich an der Berührungsstelle beider Zellen (Abb. 3.2.28A). Während GFP-
MAK-1 in miteinander interagierenden Δerg-2-Keimlingen (MW_374) nach Zell-Zell-Kontakt nicht 
rekrutiert wurde (vgl. Abb. 3.2.15C), konzentrierte sich das Protein in lysierenden Zellpaaren der 
Mutante dagegen stark an der Stelle, an der vermutlich Schäden an der Zellperipherie entstanden 
waren. Hinsichtlich der Intensität und des Musters dieser Lysis-vermittelten Rekrutierung von MAK-1 
unterschieden sich die Kontrolle und Δerg-2 nicht voneinander. Diese Beobachtung lässt vermuten, 
dass die Funktion von MAK-1 während der Zell-Lysis nicht von Sterolen abhängig ist. 
Abgesehen von Zell-Lysis, die im Prozess der Zell-Zell-Fusion spontan entstehen kann, können auch 
bestimmte Moleküle Schäden an der Zellperipherie hervorrufen und die Integrität der Zellwand oder 
Plasmamembran beeinträchtigen. Beispielweise binden fungizide Polyen-Antibiotika wie Nystatin 
vornehmlich Sterole der Plasmamembran, infolgedessen sich porenartige Strukturen bilden, welche 
den Austritt von Zellinhalt und damit den Zelltod bewirken (Bolard, 1986). Im Rahmen eines weiteren 
Forschungsprojekts zur genaueren Untersuchung von SO konnte beobachtet werden, dass das Protein 
in spontan lysierenden Keimlingspaaren stark an die Kontaktstelle beider Zellen rekrutiert wird 
(Marcel Schumann, unveröffentlichte Daten). Die induzierte Zell-Lysis von Keimlingen durch 
Nystatin ergab ein ähnliches Bild und bewirkte zusätzlich die Akkumulation von SO an wachsende  
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Abb. 3.2.28: Während der Zell-Lysis von Keimlingen werden MAK-1 und SO in Δerg-2 robust rekrutiert. 
Schäden an der Zellwand und/oder Zellmembran können die Lysis von Zellen zur Folge haben. A: In seltenen 
Fällen kommt es im Verlauf der Zell-Zell-Fusion von Keimlingen zur spontanen Zell-Lysis, die durch eine 
starke Vakuolisierung einer oder beider Zellen erkennbar ist (Sternchen). Dabei fokussiert die MAP-Kinase 
MAK-1 deutlich an der Kontaktstelle beider Keimlinge (Pfeile). Die Rekrutierung des Proteins wird im 
Vergleich zum Kontrollstamm Δmak-1 GFP-MAK-1 (GN4-33) durch die Deletion von erg-2 (MW_374) nicht 
beeinträchtigt. B: Die Gegenwart der fungiziden Verbindung Nystatin (NYS) bewirkt die Rekrutierung von 
SO-GFP an die Keimlingsspitzen (Pfeile). Keimlinge von Δerg-2 SO-GFP (N2-49) rekrutieren das Protein dabei 
genauso effizient wie die des Kontrollstamms WT SO-GFP (N1-20). In den Kontrollzellen, die sich nicht in 
Interaktion mit anderen Keimlingen befinden, lokalisiert das Protein jedoch nicht an den Spitzen. C: Während in 
einem der beiden miteinander interagierenden Δerg-2-Keimlinge SO-GFP nur schwach rekrutiert wird und 
punktuell entlang der Plasmamembran fehllokalisiert (Sternchen; vgl. Abb. 3.2.5), bewirkt die Behandlung mit 
NYS die robuste Rekrutierung des Proteins an die Zellspitzen beider Keimlinge (Pfeile). Größenbalken: 
jeweils 5 µm. 
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Zellspitzen. In Pilzen liegen die meisten Sterole in der Plasmamembran von polar wachsenden 
Zellstrukturen vor (Alvarez et al., 2007), und auch WT- und Δerg-2-Keimlinge von N. crassa bilden 
Sterol-reiche Kappen an ihren Keimschlingspitzen aus (Priegnitz, 2009; Weichert, 2011). Aufgrund 
dessen wurde angenommen, dass die veränderte Sterol-Zusammensetzung von Δerg-2 die Lysis-
abhängige Rekrutierung von SO in einer ähnlicher Weise beeinträchtigen könnte wie im Prozess der 
Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion zwischen Keimlingen (Abb. 3.2.5). Daher wurden isoliert 
voneinander liegende Keimlinge eines WT- (N1-20) und eines Δerg-2-Stamms (N2-49), welche 
jeweils SO-GFP exprimieren, mit Nystatin konfrontiert. Da es schon wenige Minuten nach Zugabe des 
Fungizids zu einer deutlichen Vakuolisierung, also beginnenden Lysis, der Zellen kam, wurde die 
Mikroskopie unverzüglich vorgenommen. Während nicht behandelte WT-Zellen, die sich nicht in 
Interaktion mit anderen Keimlingen befanden, keine Rekrutierung von SO-GFP aufwiesen, 
akkumulierte das Protein in den Zellen, die Nystatin ausgesetzt waren, erkennbar an den Keimlings-
spitzen (Abb. 3.2.28B). In ununterscheidbarer Art und Weise wurde SO-GFP in Δerg-2-Zellen in 
Gegenwart des Fungizids an die Zellspitzen rekrutiert. Insgesamt zeigten 73 % (35 von 48) der WT- 
bzw. 78 % (45 von 58) der Δerg-2-Keimlinge eine deutlich erkennbare Rekrutierung des Proteins nach 
Behandlung mit Nystatin. In miteinander interagierenden Keimlingspaaren der Mutante wurde der 
Effekt des Polyens besonders deutlich. Während SO-GFP wie erwartet in einem der beiden 
Interaktionspartner nur schwach rekrutiert wurde und dort entlang der Plasmamembran stark 
fehllokalisierte, bewirkte Nystatin, dass sich das Protein an die Spitzen beider Keimschläuche 
konzentrierte und damit dessen dynamische Rekrutierung unterbunden wurde (Abb. 3.2.28C). Im 
Einklang mit den vorherigen Ergebnissen zum Wundverschluss verletzter Hyphen (Abb. 3.2.26) 
unterstreichen die Versuche mit Nystatin, dass die veränderte Sterol-Zusammensetzung von Δerg-2 
nicht sämtliche Funktionen von SO stört. Wahrscheinlich stehen die Funktionen des Proteins, die 
durch Schäden an der Zellperipherie zum Tragen kommen, nicht mit Sterolen in Verbindung, 
wohingegen die Prozesse der Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion besonders empfindlich auf 
spezifische strukturelle Veränderungen von Membran-Sterolen reagieren. 
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3.3 Die Plasmamembran-Fusion zwischen Keimlingen ist spezifisch in 
den Mutanten Δerg-10a Δerg-10b und Δerg-1 gestört 
Die detaillierte Charakterisierung der Δerg-2-Mutante von N. crassa (siehe Abschnitt 3.2) hat 
verdeutlicht, dass sich eine veränderte Sterol-Zusammensetzung spezifisch auf die Interaktion 
zwischen Zellen, die sich noch nicht berührt haben, auswirken kann. Diese Untersuchungen 
unterscheiden sich damit von vorherigen Studien in S. cerevisiae, die aufgrund des allgemein hohen 
Anteils von Sterolen in der Plasmamembran vornehmlich deren Einfluss auf Prozesse nach Zell-Zell-
Kontakt betrachtet haben (Aguilar et al., 2010; Jin et al., 2008). Insbesondere die gestörte 
Plasmamembran-Fusion der Hefemutante Δerg6 unterstreicht diesbezüglich die Bedeutung der Sterole 
für die späten Schritte während der Zell-Zell-Interaktionen. Wie in Abschnitt 3.1 gezeigt wurde, gibt 
es neben der Gruppe um Δerg-2 eine weitere Sterol-Biosynthese-Mutante von N. crassa, die bezüglich 
der Keimlingsfusionen einen vom WT abweichenden Phänotyp aufweist. Zwar interagieren die Zellen 
von Δerg-10a Δerg-10b ungestört miteinander und bilden normale Zell-Zell-Kontakte aus, jedoch 
wird die Fähigkeit zur Fusion der Keimlinge durch die Deletion beider Gene deutlich gemindert. 
Aufgrund dieser phänotypischen Abgrenzung zu Δerg-2 wird angenommen, dass sich das in der 
Doppelmutante akkumulierende Sterol-Intermediat Ergost-7,22-dienol (Abb. 1.4.2A) spezifisch auf 
die Keimlingsfusion nach Zell-Zell-Kontakt auswirkt. In Anlehnung an die Beobachtungen in Hefe 
wurde daher untersucht, ob die veränderte Sterol-Zusammensetzung von Δerg-10a Δerg-10b die 
Fusion zwischen den Plasmamembranen sich berührender Keimlingen stören könnte. 
 
3.3.1 Die reduzierte Fusionsrate der Keimlinge von Δerg-10a Δerg-10b ist 
auf Defekte während der Plasmamembran-Fusion zurückzuführen 
Nachdem sich miteinander interagierende Keimlinge von N. crassa berührt haben, arretieren sie das 
gerichtete Wachstum um die Zell-Zell-Fusion einzuleiten. Dieser in filamentösen Pilzen bisher kaum 
verstandene Prozess umfasst zunächst den partiellen Abbau der Zellwand am Kontaktpunkt der Zellen, 
infolgedessen sich die Plasmamembranen beider Interaktionspartner gegenüberstehen, miteinander 
verschmelzen und eine Fusionspore ausbilden (Fleißner & Serrano, 2016). 
Obwohl Keimlingspaare der Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b WT-artige Zell-Zell-Kontakte 
aufweisen und sich nicht wie Δerg-2 umeinander wickeln (Abb. 3.1.2B), fusionieren sie in etwa 30 % 
der Fälle nicht miteinander (Abb. 3.1.4B). Daher sollte zunächst geklärt werden, ob die Deletion 
beider Gene entweder die Umstrukturierung der Zellwand oder die Fusion der Plasmamembran 
blockiert. Zu diesem Zweck wurden Zellpaare von Δerg-10a Δerg-10b, die grün bzw. rot fluores-
zierende Proteine exprimieren (MW_175 + MW_179), detailliert untersucht. Die Mehrheit der 
Interaktionspartner wies nach Berührung eine vom WT (Abb. 3.1.4A) ununterscheidbare Vermischung 
beider Fluoreszenzfarben auf und fusionierte demnach erfolgreich miteinander. Jedoch wurden zudem 
ERGEBNISSE - Abschnitt 3.3 
140 
 
viele Zellpaare identifiziert, in denen die Zell-Zell-Fusion ausblieb. Oftmals ragte in diesen Fällen die 
grüne oder rote Fluoreszenz des einen Δerg-10a Δerg-10b-Keimlings über die Berührungsstelle 
hinweg in das Zytoplasma der entsprechend andersfarbigen Zelle, ohne dass es zu einer Vermischung 
kam (Abb. 3.3.1A). Die Erscheinung solcher zytoplasmatischen Finger zwischen den Keimlingen 
dieser Sterol-Biosynthese-Mutante erinnerte stark an Strukturen, die bereits in Zellpaaren der 
Plasmamembran-Fusionsmutanten Δprm1 und Δerg6 von S. cerevisiae beobachtet worden waren 
(Heiman & Walter, 2000; Jin et al., 2008). In diesen Stämmen kommt es zwar zum partiellen Abbau 
der Zellwand an der Kontaktstelle der Zellen, jedoch vermischen sich die dicht aneinander liegenden 
Membranen oftmals nicht und werden aufgrund von Unterschieden im Turgor verformt. Während eine 
entsprechende erg-Mutante in N. crassa nicht existiert, konnte hingegen gezeigt werden, dass die 
Deletion von Prm1 ebenfalls zu einer mit den Hefemutanten vergleichbaren Störung der 
Plasmamembran-Fusion führt (Fleissner et al., 2009b). Bei etwa der Hälfte aller Zellpaare einer 
ΔPrm1-Population (A7 + A8) blieb demnach ähnlich zu Δerg-10a Δerg-10b die Vermischung grüner 
und roter Fluoreszenz aus, obwohl sich die Zellinhalte über die Berührungsstelle der Keimlinge hinaus 
ineinander verschoben hatten (Abb. 3.1.4B). Aufgrund dieser phänotypischen Ähnlichkeit zu ΔPrm1 
erschien es äußerst wahrscheinlich, dass Δerg-10a Δerg-10b die Fusion der Plasmamembran zwischen 
Keimlingen stört. Die Färbung der Membran mit dem Lebendfarbstoff FM4-64 (Hickey et al., 2004) 
bestätigte diese Annahme. Während die Zellpaare des WT-Stamms (N1-01) eine Fusionspore am 
Kontaktpunkt ausbildeten, ragten die nicht miteinander fusionierenden Plasmamembranen von 
Δerg-10a Δerg-10b (N4-38) bzw. ΔPrm1 (A32), deren Fluoreszenz oft sehr intensiv erschien, in eine 
der beiden Partnerzellen hinein (Abb. 3.3.1C). Solche Membran-Invaginationen sind ein deutlicher 
Hinweis darauf, dass es nach dem Abbau der Zellwand zu einem Defekt während der Verschmelzung 
der Plasmamembran kommt. Mittels elektronenmikroskopischer Feinuntersuchungen werden künftige 
Analysen ähnlich wie für ΔPrm1 (Fleissner et al., 2009b) den Plasmamembran-Fusionsdefekt 
zwischen den Keimlingen von Δerg-10a Δerg-10b verifizieren. 
Da es sich bei PRM1 um ein Transmembranprotein handelt, wäre es denkbar, dass die veränderte 
Sterol-Zusammensetzung in Δerg-10a Δerg-10b dessen bisher noch unbekannte molekulare Funktion 
direkt beeinträchtigen könnte. Um diese Hypothese zu testen, wurde ein klassisch genetischer Ansatz 
gewählt und Δerg-10a Δerg-10b ΔPrm1 mittels geeigneter Kreuzungen konstruiert. Keimlinge dieser 
Tripelmutante, die GFP bzw. Cherry Red exprimierten (MW_289 + MW_291), zeigten mit Δerg-10a 
Δerg-10b und ΔPrm1 vergleichbare Einstülpungen von Zytoplasma nach Zell-Zell-Kontakt 
(Abb. 3.3.1D). Des Weiteren brachte die Färbung von Δerg-10a Δerg-10b ΔPrm1 (MW_281) mit 
FM4-64 deutliche Invaginationen der Plasmamembran zum Vorschein (Abb. 3.3.1E). Quantitative 
Analysen der Zell-Zell-Fusion zwischen Keimlingen bestätigten, dass Δerg-10a Δerg-10b bzw. 
ΔPrm1 im Vergleich zum WT (ca. 90 %) nur zu etwa 60 bzw. 50 % miteinander fusionierten. Die 
Tripelmutante wies mit ca. 10 % eine erheblich verminderte Fusionsrate auf (Abb. 3.3.1F). Dieser  
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Abb. 3.3.1: Keimlinge der Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b weisen einen von Prm1 unabhängigen Defekt 
während der Plasmamembran-Fusion auf. 
A: Keimlingspaare der Ergosterol-Biosynthese-Mutante Δerg-10a Δerg-10b (MW_175 + MW_179) können 
nach physischem Kontakt miteinander fusionieren, was durch den Austausch grüner und roter Fluoreszenz 
sichtbar gemacht wird (links). Im Gegensatz dazu bleibt jedoch in vielen anderen Zellpaaren die Fusion aus 
(rechts). Stattdessen drückt sich nach Zell-Zell-Kontakt (Pfeilkopf) das Zytoplasma des einen Keimlings in den 
Bereich der anderen Zelle (Pfeil). B: In einer Population von Keimlingen der Mutante ΔPrm1 (A7 + A8) können 
in ähnlicher Weise sowohl miteinander fusionierte (links) als auch nicht fusionierte Zellpaare (rechts) beobachtet 
werden. In letzteren drückt sich das Zytoplasma der einen Zelle über die Kontaktstelle (Pfeilkopf) hinweg in den  
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(Abb. 3.3.1: Fortsetzung) 
Bereich der anderen Zelle (Pfeil), ohne dass es zur Vermischung von grüner und roter Fluoreszenz kommt. 
C: Keimlinge des WT-Stamms (N1-01) sowie der Mutanten Δerg-10a Δerg-10b (N4-38) und ΔPrm1 (A32) 
wurden mit FM4-64 behandelt, um die Plasmamembran anzufärben. Während im WT-Paar nach Zell-Zell-
Kontakt eine Fusionspore ausgebildet wird (Pfeilkopf), treten in den Keimlingspaaren beider Mutanten 
Einstülpungen der Plasmamembran im Bereich der Berührungsstelle auf (Pfeile). D & E: Keimlingspaare der 
Tripelmutante Δerg-10a Δerg-10b ΔPrm1 weisen einen deutlichen Defekt während der Plasmamembran-Fusion 
auf. Entsprechend können Einstülpungen (Pfeile) des Zytoplasmas (MW_289 + MW_291) bzw. der Plasma-
membran (MW_281) nach Zell-Zell-Kontakt (Pfeilköpfe) beobachtet werden. F: Quantitative Bestimmung der 
Zell-Zell-Fusion von Keimlingen. Die Mutanten Δerg-10a Δerg-10b und ΔPrm1 weisen reduzierte Fusionsraten 
auf, die sich in der Tripelmutante stark additiv zueinander verhalten. In gemischten Zellpaaren wird die einge-
schränkte Zell-Zell-Fusion teilweise gerettet. Pro Ansatz wurden etwa 90 bis 210 Zellpaare betrachtet. Rohdaten: 
siehe Tab. 7.3.1. Größenbalken: jeweils 5 µm. 
stark additive Effekt deutet darauf hin, dass die Fusionsdefekte von Δerg-10a Δerg-10b und ΔPrm1 
unabhängig voneinander agieren und zwei sich voneinander abgrenzende Prozesse während der 
Verschmelzung der Plasmamembranen betreffen könnten. Demnach beruht die verminderte Zell-Zell-
Fusion dieser Sterol-Biosynthese-Mutante, ähnlich wie die von Δerg6 in S. cerevisiae (Jin et al., 
2008), nicht auf einer Beeinträchtigung des Proteins PRM1. Im Einklang mit der Unabhängigkeit der 
jeweiligen Fusionsdefekte wurde in gemischten Keimlingspaaren, die aus einer Δerg-10a Δerg-10b- 
und einer ΔPrm1-Zelle bestanden, die Fusionsrate gegenüber den homotypischen Zellpaaren beider 
Mutanten sichtbar gesteigert (Abb. 3.3.1F). Dennoch konnte die Zell-Zell-Fusion dabei im Vergleich 
zum WT nicht vollständig wiederhergestellt werden, was darauf hindeutet, dass beide Keimlinge zu 
einer effizienten Plasmamembran-Fusion beitragen. 
Vorherige Analysen in Mating-Paaren der Spalthefe S. pombe hatten erbracht, dass die Deletion von 
prm1 nicht nur zu Einstülpungen der Plasmamembran führt, sondern auch mit ungewöhnlichen 
Zellwand-Strukturen entlang der nicht fusionierenden Membranen einhergeht (Curto et al., 2014). In 
den Zellpaaren von Δprm1 und Δerg6 in S. cerevisiae wurde ebenfalls die Bildung von Zellwand 
entlang der zytoplasmatischen Finger beobachtet (Jin et al., 2008). Vermutlich wird in Folge der 
gestörten Plasmamembran-Fusion neues Zellwandmaterial synthetisiert, um die freiliegenden 
Membranbereiche zu stabilisieren und die Zellen somit vor Lysis zu schützen. Auch zwischen den 
Keimlingen der Δerg-10a Δerg-10b bzw. ΔPrm1-Mutanten von N. crassa konnten teils erhebliche 
Ablagerungen von Zellwand festgestellt werden. Während WT-Zellpaare durch den partiellen Abbau 
der Zellwand Fusionsporen ausbildeten, wiesen beide Fusionsmutanten hingegen oftmals unregel-
mäßig geformte Zellwand-Strukturen auf, die teilweise sogar in den Hellfeld-Aufnahmen erkennbar 
waren (Abb. 3.3.2A). Die gleichzeitige Färbung der Zellwand und der Zellmembran mit einer 
Mischung aus CFW und FM4-64 in Zellpaaren von ΔPrm1 erbrachte, dass sich beide Komponenten 
nur teilweise überlagerten. In vielen Fällen nahmen die Membran-Einstülpungen ein größeres Ausmaß 
an als die Strukturen der Zellwand (Abb. 3.3.2B). Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass erst 
eine gewisse Zeit nach dem Ausbleiben der Plasmamembran-Fusion neue Zellwand gebildet wird. 
Vorläufige Daten mit Δerg-10a Δerg-10b-Keimlingen deuten zudem darauf hin, dass sich diese erg-
Mutante diesbezüglich nicht von ΔPrm1 unterscheidet (Sarah-Anne Robson, unveröffentlichte Daten). 
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Abb. 3.3.2: Eine gestörte Plasmamembran-Fusion geht mit der Neubildung von Zellwand einher. 
A: Keimlinge des WT-Stamms (N1-01) sowie der Mutanten Δerg-10a Δerg-10b (N4-38) und ΔPrm1 (A32) 
wurden mit Calcofluor White (CFW) angefärbt, um die Zellwand sichtbar zu machen. Im WT-Zellpaar wird die 
Zellwand partiell abgebaut, sodass eine Fusionspore (Pfeilkopf) gebildet wird. In den Mutanten hingegen tritt 
zum Teil weitläufig Zellwandmaterial im Bereich der Zell-Zell-Kontakte auf (Pfeile), welches vermutlich in 
Folge der gestörten Fusion beider Zellen neu synthetisiert wurde. B: In Keimlingspaaren von ΔPrm1 wurden 
mittels FM4-64 und CFW die Plasmamembran bzw. die Zellwand gleichzeitig angefärbt. Entlang der Membran-
Einstülpungen (Pfeilköpfe) ist Zellwand vorzufinden (Pfeile), die vermutlich in Folge der gestörten Plasma-
membran-Fusion neu generiert wurde. Das Muster der Zellwand deckt sich jedoch nur teilweise mit dem der 
Membran-Invaginationen. Bei den Doppelfärbungen wurden FM4-64 und CFW in einem Verhältnis von 9:1 
eingesetzt. Größenbalken: jeweils 5 µm. 
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Obwohl die Keimlinge von Δerg-10a Δerg-10b und ΔPrm1 vergleichbare Defekte während der 
Plasmamembran-Fusion aufweisen, unterscheiden sie sich makroskopisch voneinander. Wie bereits 
gezeigt wurde, bildet die Doppelmutante im Gegensatz zum WT und zu anderen erg-Mutanten auf der 
Rückseite von MM-Schrägagarröhrchen auffällige bräunliche Verfärbungen aus (Abb. 3.1.1). Neben 
der deutlich verminderten Sporulation war dieser Phänotyp ein reproduzierbares Merkmal von 
Δerg-10a Δerg-10b, welches für Kulturen von ΔPrm1 jedoch nicht gefunden werden konnte. Diese 
Mutante ähnelte eher dem WT-Stamm, auch wenn die Länge der Lufthyphen mitunter deutlich 
verkürzt sein konnte (Abb. 3.3.3). Der makroskopische Phänotyp von Δerg-10a Δerg-10b ΔPrm1 wies 
eigene Merkmale auf, die sich von denen der beiden anderen Stämme unterschieden. Die Tripel-
mutante bildete sehr kurze Lufthyphen aus, an denen sich nur wenige Sporen befanden. Da fusions-
inkompetente Mutanten von N. crassa oftmals einen flachen Wuchs ohne Lufthyphen aufweisen, 
schien die allgemeine makroskopische Erscheinung von Δerg-10a Δerg-10b ΔPrm1 damit dem 
starken Defekt dieses Stamms während der Zell-Zell-Fusion zu entsprechen. Darüber hinaus fehlten in 
den Kulturen der Tripelmutante die für Δerg-10a Δerg-10b typischen Verfärbungen, die demnach 
durch ΔPrm1 supprimiert werden konnten (Abb. 3.3.3B). Diese Beobachtungen unterstreichen, dass 
die Deletion beider erg-Gene und die von Prm1 sich voneinander abgrenzende makroskopische und 
mikroskopische Defekte hervorrufen, die sich jedoch gegenseitig beeinflussen könnten. Wahrschein-
lich betrifft ΔPrm1 nur fusionsbezogene Aspekte des Wachstums, wohingegen die Sterol-Biosynthese-
Mutante vielfältigere Entwicklungsprozesse stört. 
 
Abb. 3.3.3: Die Mutanten Δerg-10a Δerg-10b und ΔPrm1 unterscheiden sich makroskopisch voneinander. 
Der WT-Stamm (N1-01) sowie die Mutanten Δerg-10a Δerg-10b (N4-38), ΔPrm1 (A32) und Δerg-10a 
Δerg-10b ΔPrm1 (MW_281) wurden in MM-Schrägagarröhrchen angezogen und makroskopisch miteinander 
verglichen. A: Blick auf die Vorderseite der Kulturen. Die Mutanten bilden im Vergleich zum WT verkürzte 
Lufthyphen. Die Deletion der erg-Gene mindert zudem deutlich die Sporulation. B: Ansicht auf die Rückseite 
der Röhrchen. Im Gegensatz zu ΔPrm1 weist die Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b typischerweise bräunliche 
Verfärbungen (Pfeile) am Übergangsbereich zwischen Medium und Glaswand auf (vgl. Abb. 3.1.1). Durch die 
Deletion von Prm1 wird dieser auffällige Phänotyp der erg-Mutante unterdrückt. 
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3.3.2 MAK-2 fehllokalisiert entlang der nicht miteinander fusionierenden 
Plasmamembranen von Δerg-10a Δerg-10b und ΔPrm1 
Die während des gerichteten Wachstums an die Keimlingsspitzen rekrutierten Signalproteine MAK-2 
und SO konzentrieren sich am Fusionspunkt, sobald sich die Zellen berührt haben. Aufgrund des 
ringförmigen Lokalisierungsmusters, welches die MAP-Kinase daraufhin annimmt (Abb. 3.2.4A & 
Abb. 7.2.5), wird vermutet, dass MAK-2 die Bildung oder Erhaltung der Fusionspore vermitteln 
könnte. Da SO hingegen nur kurzzeitig am Fusionspunkt lokalisiert und mit Komponenten des 
Zellwand-Integritäts-Moduls interagiert (siehe Abschnitt 3.2.10), wäre es denkbar, dass dieses Protein 
eher an der Umstrukturierung der Zellwand beteiligt ist. Um zu klären, inwiefern sich eine gestörte 
Plasmamembran-Fusion auf die Lokalisierung von MAK-2 und SO ausüben könnte, wurden beide 
Proteine in Zellpaaren von Δerg-10a Δerg-10b bzw. ΔPrm1 lokalisiert. 
Da die Keimlinge beider Fusionsmutanten effizient miteinander interagieren und normale Zell-Zell-
Kontakte ausbilden (Abb. 3.1.2 & Abb. 3.1.3B; Fleissner et al., 2009b), wurde vermutet, dass MAK-2 
und SO eine mit dem WT vergleichbare Dynamik aufweisen würden. Entsprechend dieser Annahme 
wurden SO-GFP und MAK-2-GFP an die gerichtet aufeinander zuwachsenden Zellspitzen von 
Δerg-10a Δerg-10b bzw. ΔPrm1 (MW_223 und MW_220 bzw. MW_325 und MW_236) rekrutiert 
(Abb. 3.3.4A & Abb. 3.3.5A). Sowohl die Intensität der Rekrutierung als auch das Lokalisierungs-
muster beider Signalproteine unterschieden sich in den Mutanten dabei nicht von den Beobachtungen 
in den Kontrollstämmen (Abb. 3.2.4A & Abb. 3.2.5A). Im Gegensatz zu Δerg-2 (Abb. 3.2.5B) wies 
diese Sterol-Biosynthese-Mutante somit keine Beeinträchtigung von SO auf. In Folge der gestörten  
 
Abb. 3.3.4: SO lokalisiert in punktuellen Komplexen entlang der nicht miteinander fusionierenden 
Plasmamembranen von Δerg-10a Δerg-10b bzw. ΔPrm1. 
Stämme von Δerg-10a Δerg-10b und ΔPrm1, die SO-GFP (MW_223 bzw. MW_325) exprimieren, wurden 
hinsichtlich der Rekrutierung und Lokalisierung dieses Signalproteins in Keimlingen miteinander verglichen. 
A: Während des gerichteten Wachstums wird SO-GFP in beiden Mutanten wie im WT (vgl. Abb. 3.2.5A) an die 
Keimlingsspitzen rekrutiert (Pfeile). B: SO-GFP lokalisiert in punktuellen Komplexen entlang den vermutlich 
nicht miteinander fusionierenden Plasmamembranen beider Interaktionspartner (Pfeilköpfe). Größenbalken: 
jeweils 5 µm. 
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Zell-Zell-Fusion lag SO-GFP sowohl in Δerg-10a Δerg-10b als auch in ΔPrm1 weiterhin in 
punktförmigen Komplexen vor, die vermutlich entlang der nicht miteinander fusionierenden 
Plasmamembranen lokalisierten (Abb. 3.3.4B). Die Anzahl und Intensität dieser Signale erschien im 
Vergleich zur Rekrutierung vor der Berührung der Keimlinge etwas erhöht. Aufgrund seiner 
Verbindung zum MAK-1-Signalmodul wäre es möglich, dass SO neben seiner essentiellen Rolle 
während des gerichteten Wachstums zusätzliche Funktionen nach Zell-Zell-Kontakt ausübt, die für 
den Abbau und/oder die Synthese von Zellwandmaterial benötigt werden könnten. 
Genauso wie SO lokalisierte auch MAK-2 weiterhin im Bereich der nicht miteinander fusionierenden 
Plasmamembranen zwischen Δerg-10a Δerg-10b- bzw. ΔPrm1-Keimlingen (Abb. 3.3.5B). In vielen  
 
Abb. 3.3.5: Die voneinander unabhängigen Defekte während der Plasmamembran-Fusion von Δerg-10a 
Δerg-10b und ΔPrm1 führen zu unterschiedlichen Lokalisierungsmustern von MAK-2. 
MAK-2-GFP wurde in den Keimlingen der Fusionsmutanten Δerg-10a Δerg-10b (MW_220) und ΔPrm1 
(MW_236) lokalisiert. A: Wie in WT-Keimlingen (vgl. Abb. 3.2.4A) wird MAK-2-GFP sowohl in Δerg-10a 
Δerg-10b als auch in ΔPrm1 an die Zellspitzen der miteinander interagierenden Keimschläuche rekrutiert 
(Pfeile). B: In Folge der gestörten Zell-Zell-Fusion lokalisiert die MAP-Kinase in beiden Mutanten oftmals 
entlang der Plasmamembran, die die Zellen voneinander trennt (Pfeile). Darüber hinaus weist MAK-2-GFP in 
diesen Stämmen sich voneinander unterscheidende Lokalisierungsmuster auf; während MAK-2-GFP in ΔPrm1 
mehr oder weniger deutlich entlang der Membranen lokalisiert (Pfeilkopf), ist das Protein häufig nicht an der 
sich einstülpenden Membran der erg-Mutanten vorzufinden (Sternchen). C: In der Tripelmutante Δerg-10a 
Δerg-10b ΔPrm1 (MW_590) nimmt MAK-2-GFP ein mit der ΔPrm1-Mutante vergleichbares Lokalisierungs-
muster an der Kontaktstelle der Plasmamembranen an (Pfeilköpfe). Größenbalken: jeweils 5 µm. 
ERGEBNISSE - Abschnitt 3.3 
147 
 
Fällen schien die MAP-Kinase in beiden Mutanten die Berührungsfläche entlang der Plasma-
membranen gleichmäßig zu dekorieren. Darüber hinaus wies das Protein jedoch auch weitere 
Lokalisierungsmuster in Δerg-10a Δerg-10b und ΔPrm1 auf, die sich jeweils voneinander unter-
schieden. In den Zellpaaren mit der Deletion von Prm1 war MAK-2-GFP oftmals verstärkt an den 
seitlichen Bereichen der nicht miteinander fusionierenden Plasmamembranen vorzufinden, was für die 
erg-Mutante hingegen kaum beobachtet werden konnte. Stattdessen lokalisierte die MAP-Kinase in 
Δerg-10a Δerg-10b häufig entlang der Basis, von aus sich die Membran-Invaginationen ausbildeten. 
Interessanterweise waren diese Einstülpungen in solchen Fällen nicht von MAK-2-GFP umgeben 
(Abb. 3.3.5B). Da Δerg-10a Δerg-10b und ΔPrm1 voneinander unabhängige Defekte während der 
Plasmamembran-Fusion aufweisen (Abb. 3.3.1), könnten die verschiedenartigen Lokalisierungsmuster 
von MAK-2 in beiden Mutanten unterschiedliche Phasen während der Membran-Verschmelzung 
reflektieren. Um zu klären, welcher Fusionsdefekt dem jeweils anderen über- oder untergeordnet sein 
könnte, wurde MAK-2-GFP in Zellpaaren von Δerg-10a Δerg-10b ΔPrm1 (MW_590) lokalisiert. 
Zwischen den Keimlingen der Tripelmutante bildete sich vor allem die zuvor für ΔPrm1 beobachtete 
Lokalisierung der MAP-Kinase aus, nach welcher das Protein nicht nur entlang der gesamten Plasma-
membran sondern besonders an seitlichen Bereichen davon vorlag (Abb. 3.3.5C). Diesen Ergebnissen 
zufolge scheinen die Fusionsdefekte von ΔPrm1 zeitlich betrachtet vor denen von Δerg-10a Δerg-10b 
aufzutreten. Die stark verminderte Fusionsrate der Tripelmutante könnte demnach durch die 
Beeinträchtigung zweier dicht aufeinanderfolgender Ereignisse während der Plasmamembran-Fusion 
verursacht werden. 
 
3.3.3 Die Mutante Δerg-10a Δerg-10b stört im Gegensatz zu ΔPrm1 nicht 
die Zell-Zell-Fusion während des Matings 
Neben den vegetativen Keimlings- und Hyphenfusionen treten im Lebenszyklus von N. crassa 
ebenfalls Zell-Zell-Fusionen während der sexuellen Entwicklung des Pilzes auf. Der Befruchtung der 
Protoperithezien geht die Fusion zwischen Trichogynen und männlichen Zellen mit entgegengesetzten 
Paarungstypen voraus (Abb. 1.2.1). Während die Sterol-Biosynthese-Mutante Δerg-2 diesen Prozess 
nicht beeinflusst (Weichert, 2011), mindert ΔPrm1 die Fusionsrate während des Matings ebenfalls um 
etwa 50 % (Fleissner et al., 2009b). Aufgrund der ähnlichen aber dennoch verschiedenartigen Defekte 
von Δerg-10a Δerg-10b und ΔPrm1 während der Plasmamembran-Fusion zwischen Keimlingen 
(siehe Abschnitte 3.3.1 & 3.3.2) galt es daher zu klären, ob diese erg-Mutante die Fusion von 
Trichogynen mit Partnerzellen ebenfalls beeinträchtigen würde. 
Zu diesem Zweck wurden Trichogynen, die von Protoperithezien eines WT- (N1-02) bzw. Δerg-10a 
Δerg-10b-Stamms (N4-37) gebildet wurden, Mikrokonidien des entgegengesetzten Paarungstyps 
(N1-12 oder MW_181) ausgesetzt (Abb. 3.3.6). Diese spezialisierten Empfängnishyphen wuchsen in 
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Abb. 3.3.6: Die Mutante Δerg-10a Δerg-10b zeigt keine gestörte Zell-Zell-Fusion während des Matings. 
Homo- und heterozygote Kreuzungen zwischen dem WT (N1-02 bzw. N2-12) und Δerg-10a Δerg-10b (N4-37 
bzw. MW_181) wurden hinsichtlich der Fusion zwischen Trichogynen und Mikrokonidien mit entgegensetzten 
Paarungstypen untersucht. A: Nachdem die Trichogynen gerichtet auf einzelne Mikrokonidien zugewachsen 
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(Abb. 3.3.6: Fortsetzung) 
sind und diese berührt haben (schwarze Pfeile), verschwindet die in den Sporen vorhandene Fluoreszenz der 
Zellkerne (weiße Pfeile). Da der Transport eines Zellkerns entlang der Trichogyne und dessen Aufnahme in das 
Protoperithezium Voraussetzung für die anschließende Fruchtkörper-Entwicklung sind, deutet das Verschwinden 
der Kernfluoreszenz ein erfolgreiches Fusionsereignis an. Die Trichogynen von Δerg-10a Δerg-10b interagieren 
und fusionieren mit den männlichen Zellen beider Stämme in einer WT-ähnlichen Art und Weise. B: Die 
quantitative Bestimmung der geschlechtlichen Zell-Zell-Fusion stellt in keinem Kreuzungsansatz einen Einfluss 
der Deletionen von erg-10a und erg-10b auf das Mating fest. Pro Ansatz wurden bis zu 150 individuelle 
Ereignisse betrachtet. C: Trichogynen (t) und Mikrokonidien (m) des WT-Stamms bzw. der Mutante Δerg-10a 
Δerg-10b unterscheiden sich morphologisch nicht voneinander. Rohdaten: siehe Tab. 7.3.2. Größenbalken: 
A: 10 µm, C: 5 µm. 
wuchsen in sämtlichen homo- und heterozygoten Ansätzen gerichtet auf die männlichen Zellen zu und 
etablierten mit diesen Zell-Zell-Kontakte. Da Mikrokonidien nur einen Zellkern besitzen, der in den 
verwendeten Stämmen durch H1-GFP markiert war, konnten erfolgreiche Fusionsereignisse anhand 
des Verschwindens der grünen Fluoreszenz leicht ausgemacht werden (Abb. 3.3.6A). Eine quantitative 
Analyse erbrachte, dass es in allen Kombinationen zwischen den WT- und den Δerg-10a Δerg-10b-
Stämmen zu einem vergleichbaren Ausmaß der Zell-Zell-Fusion während des Matings kam 
(Abb. 3.3.6B). Auch die Art und Weise der Interaktionen sowie die Morphologie der Trichogynen 
unterschieden sich zwischen den Ansätzen mit dem WT und der Mutante nicht voneinander 
(Abb. 3.3.6C). Diese Resultate stehen im Gegensatz zum allgemeinen Fusionsdefekt von ΔPrm1 und 
geben Grund zur Annahme, dass die Deletionen von erg-10a und erg-10 lediglich vegetative Zell-
Zell-Fusionen stören. Demnach scheint sich die veränderte Sterol-Zusammensetzung der Doppel-
mutante nicht auf sämtliche Fusionsereignisse zwischen Plasmamembranen auszuwirken. 
Da die Deletion von Prm1 nicht nur die Fusion zwischen Trichogynen und Mikrokonidien 
beeinträchtigt, sondern auch zu Sterilität führt (Fleissner et al., 2009b), wurde untersucht, inwiefern 
Δerg-10a Δerg-10b die Entwicklung der Fruchtkörper beeinflussen würde. Vorläufige Kreuzungs-
analysen hatten bereits ergeben, dass diese Sterol-Biosynthese-Mutante eine deutlich verminderte 
Fertilität aufweist (Brandt, 2013). Darauf aufbauend wurden im Rahmen dieser Arbeit detaillierte 
Untersuchungen zur geschlechtlichen Vermehrung von Δerg-10a Δerg-10b vorgenommen (siehe 
Abschnitt 3.4). Während homozygote WT-Kreuzungen reife Perithezien hervorbrachten, die umfang-
reiche Asci-Rosetten mit zahlreichen Ascosporen enthielten, nahm die Entwicklung der Fruchtkörper 
mit zunehmender Beteiligung von Δerg-10a Δerg-10b stufenweise ab (Abb. 3.3.7A). Homozygote 
Ansätze zwischen der Doppelmutante beherbergten sogar keine Asci und waren demnach wie 
sämtliche Kreuzungen, an denen ΔPrm1 beteiligt war, steril. Im Vergleich zur Deletion von Prm1 
wies Δerg-10a Δerg-10b jedoch zumindest eine relativ gute männliche Fertilität auf, sodass 
Kreuzungen zwischen dem WT und der erg-Mutante nur leicht reduzierte Mengen an Ascosporen 
freisetzten (Abb. 3.3.7B). 
Zusammengefasst verdeutlichen diese und vorherige Beobachtungen, dass die Mutanten Δerg-10a 
Δerg-10b und ΔPrm1 zwar ähnliche Prozesse im Lebenszyklus von N. crassa beeinflussen, sich deren 
Defekte jedoch voneinander abgrenzen. Auch wenn PRM1 in dieser erg-Mutante nicht betroffen zu 
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sein scheint, könnten andere Proteine durch deren Sterol-Zusammensetzung durchaus beeinflusst 
werden. Zudem wirkt sich das in Δerg-10a Δerg-10b akkumulierende Sterol-Intermediat spezifisch 
nur auf vegetative Fusionsereignisse aus. 
 
Abb. 3.3.7: Die Defekte während der geschlechtlichen Entwicklung von Δerg-10a Δerg-10b grenzen sich 
von denen der ΔPrm1-Mutante ab. 
Homo- und heterozygote Kreuzungen zwischen dem WT (N1-01 bzw. N1-02) und der Doppelmutante 
Δerg-10a Δerg-10b (N4-37 bzw. N4-38) sowie ΔPrm1 (A29 bzw. A32) wurden auf WG-Medium vorgenommen 
und phänotypisch miteinander verglichen. A: Einzelne Perithezien wurden isoliert und auf das Vorhandensein 
von Asci-Rosetten überprüft. Im Vergleich zur WT-Kontrolle enthalten die Perithezien der heterozygoten 
Kreuzungen mit Δerg-10a Δerg-10b vergleichbare (Pfeil) bzw. deutlich reduzierte Mengen an Asci (Pfeilkopf). 
In den homozygoten Ansätzen der Ergosterol-Biosynthese-Mutante sowie in sämtlichen Kreuzungen, an denen 
ΔPrm1 beteiligt ist, können keine Asci-Rosetten isoliert werden (Sternchen). B: Von den Kreuzungsplatten 
wurde jeweils die Gesamtmenge an freigesetzten Ascosporen in Wasser aufgenommen und miteinander 
verglichen. Während die Kreuzung, in der der WT mit Δerg-10a Δerg-10b als männlichen Kreuzungspartner 
befruchtet wurde, eine leicht reduzierte Menge an Ascosporen bildet, können in den restlichen Ansätzen mit der 
Doppelmutante keine Nachkommen gewonnen werden. Im Vergleich dazu sind sämtliche Kreuzungen mit 
ΔPrm1 steril. Die Aufnahmen der Fruchtkörper wurden 14 d nach Befruchtung erstellt. Größenbalken: 200 µm. 
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3.3.4 Keimlinge von Δerg-1 weisen mit Δerg-10a Δerg-10b vergleichbare 
Defekte während der Plasmamembran-Fusion auf 
Von den in Abschnitt 3.1 vorgestellten Sterol-Biosynthese-Mutanten ist Δerg-10a Δerg-10b die 
einzige, die trotz WT-artiger Zell-Zell-Kontakte eine verminderte Fusionsrate zwischen Keimlingen 
aufweist. Da innerhalb dieser Gruppe lediglich diese Doppelmutante Sterol-Intermediate mit einer 
veränderten Struktur im Ringsystem des Moleküls anreichert (Abb. 1.4.2A), wurde vermutet, dass 
dieses strukturelle Merkmal einen spezifischen Einfluss auf die Plasmamembran-Fusion ausüben 
könnte. In Anlehnung an die enge Korrelation zwischen der Seitenketten-Struktur der Sterole und dem 
Verhalten von Δerg-2-Keimlingen (Weichert, 2011) sollten daher weitere erg-Mutanten von 
N. crassa, die Sterole mit einer abweichenden Anordnung der Doppelbindungen im Ringsystem 
akkumulieren, identifiziert und hinsichtlich der Plasmamembran-Fusion analysiert werden. 
Basierend auf den vorhandenen homokaryotischen Sterol-Biosynthese-Mutanten innerhalb der KO-
Sammlung wurde überlegt, welche Deletionen miteinander kombiniert werden müssten, damit Sterole 
mit einer veränderten Struktur des Ringsystems synthetisiert werden. Eine Dreifachmutante des 
Genotyps Δerg-10a Δerg-10b Δerg-11 würde wahrscheinlich ein Sterol akkumulieren, dem sowohl an 
Position C5 im Ringsystem als auch an C22 in der Seitenkette jeweils eine Doppelbindung fehlen 
würde. Zu diesem Zweck wurden Kreuzungen zwischen Δerg-11 und Δerg-10a Δerg-10b vorge-
nommen, die jedoch nur geringe Mengen an Ascosporen hervorbrachten (Abb. 7.3.1A & B). Unter 
mehr als 50 getesteten Nachkommen befand sich kein einziger Stamm, der diese drei Deletionen 
aufwies, obwohl alle anderen Genotypen mit einer oder zwei Ausschaltungen isoliert werden konnten 
(Tab. 7.3.3). Da es möglich wäre, dass Ascosporen der Tripelmutante nicht auskeimen und dieser 
Stamm daher nicht über eine Kreuzung erzeugt werden kann, wurde ein alternativer Ansatz zur 
Konstruktion von Δerg-10a Δerg-10b Δerg-11 verfolgt. Über eine Reihe geeigneter Kreuzungen 
wurde die Mutante Δerg-10b Δerg-11 Δmus-52 (MW_241) generiert. Dieser Stamm wurde mit einer 
genspezifischen erg-10a-nat1-Ausschaltkassette, die über Yeast recombinational cloning (YRC) 
konstruiert worden war (Abb. 7.3.1C), transformiert. Sämtliche gegenüber Nourseothricin resistenten 
Transformanten waren bezüglich der Ausschaltung von erg-10a heterokaryotisch (Abb. 7.3.1D). Der 
Versuch, die Transformanten mittels Einzelsporisolation zu Homokaryen aufzureinigen, blieb 
erfolglos, da die meisten Isolate auf Selektionsmedium nicht auskeimten. Diesen Beobachtungen 
zufolge führt die Kombination aus Δerg-10a, Δerg-10b und Δerg-11 zu einem letalen Phänotyp, 
infolgedessen keine homokaryotische Tripelmutanten erzeugt werden kann. Nichtsdestotrotz wiesen 
einige Primärtransformanten im Gegensatz zum Empfängerstamm phänotypische Eigenschaften auf, 
die denen von Δerg-10a Δerg-10b ähnelten. Die Mutante MW_415 bildete genauso wie die Doppel-
mutante bräunliche Verfärbungen auf der Rückseite der Kulturröhrchen aus (Abb. 7.3.1E). Obwohl 
Zellpaare dieses Transformanten WT-artige Berührungsstellen etablierten, wiesen sie mit Δerg-10a 
Δerg-10b vergleichbare Einstülpungen der Plasmamembran auf (Abb. 7.3.1F). Diese Ergebnisse 
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lassen vermuten, dass das in Δerg-10a Δerg-10b Δerg-11 möglicherweise vorliegende Sterol-
Intermediat Ergosta-7-enol aufgrund der veränderten Struktur im Ringsystem ebenfalls die 
Verschmelzung der Plasmamembran zwischen Keimlingen stört. Da jedoch auch das gleichzeitige 
Fehlen der redundant agierenden C5-Desaturasen ERG-10a und ERG-10b diesen Defekt hervorrufen 
könnte, wurden weitere zur Verfügung stehende erg-Mutanten herangezogen. 
In der umfangreichen Stammsammlung des FGSC (McCluskey et al., 2010) sind eine Reihe weiterer 
Mutanten von N. crassa hinterlegt, die auch in anderen als den bisher betrachteten Genen der 
Ergosterol-Biosynthese betroffen sind. Neben den im Rahmen des KO-Projekts (Colot et al., 2006) 
gewonnenen Deletionsmutanten stehen dabei auch durch klassische Mutagenese-Verfahren erzeugte 
Isolate zur Verfügung. Oberhalb der durch die Enzyme ERG-2, ERG-11 und ERG-10a/b vermittelten 
Schritte der Sterol-Biosynthese katalysiert die C8-C7-Sterol-Isomerase ERG-1 die Umlagerung einer 
Doppelbindung im Ringsystem der Moleküle (Abb. 1.4.1). Mutationen im Gen erg-1 würden demnach 
die Akkumulation von Sterolen mit einer veränderten Struktur im Ringsystem zur Folge haben. 
Entsprechend der enzymatischen Funktion von ERG-1 reichert eine klassische erg-1-Mutante (N2-28) 
Sterol-Intermediate an, welche im Gegensatz zu Ergosterol eine Doppelbindung zwischen den 
Positionen C7 und C8 aufweisen (Grindle, 1973; Grindle, 1974; Grindle & Farrow, 1978). Die 
Sequenzierung des erg-1-Gens in dieser Mutante brachte eine Punktmutation im Codon 199 zum 
Vorschein, die einen Austausch von Glycin-66 durch Asparaginsäure zur Folge hat (Abb. 7.3.2). Da 
ERG-1 im Vergleich zu ERG-2 (Abb. 7.2.2) jedoch keine Transmembrandomänen besitzt und dessen 
Aminosäure-Sequenz darüber hinaus keine bekannten Motive erkennen lässt, bleibt zu klären, welchen 
molekularen Einfluss diese Mutation auf die Funktion oder Struktur der Isomerase ausübt. Die 
makroskopische Erscheinung der erg-1-Mutante ähnelt interessanterweise der von Δerg-10a 
Δerg-10b. Neben einer sichtbar verminderten Sporulation wiesen die Kulturen der klassischen 
Mutante in Schrägagarröhrchen ebenfalls bräunliche Verfärbungen im Übergangsbereich zwischen 
Medium und Glaswand auf (Abb. 3.3.8A). Sporen dieser Kulturen bildeten normale Keimschläuche 
aus, die in einer mit dem WT vergleichbaren Art und Weise miteinander interagierten. Die Färbung 
von erg-1-Zellpaaren mit FM4-64 ergab, dass diese Mutante genauso wie Δerg-10a Δerg-10b 
Membran-Invaginationen aufwies und damit während der Plasmamembran-Fusion zwischen 
Keimlingen beeinträchtigt war (Abb. 3.3.8B). 
Um die Beobachtungen zu dieser klassischen erg-1-Mutante zu verifizieren, wurden zusätzlich 
Stämme mit einer Deletion des Gens betrachtet. Im Gegensatz zu den in Abschnitt 3.1 vorgestellten 
Deletionsmutanten ist Δerg-1 lediglich als Heterokaryon (KO-0030) in der KO-Sammlung hinterlegt. 
Keimlinge dieses Stamms bildeten mit dem WT vergleichbare Fusionsporen aus und zeigten entgegen 
dem Verhalten der klassischen Mutante keine Auffälligkeiten während der Plasmamembran-Fusion 
(Abb. 3.3.8C). Da möglicherweise nur ein relativ geringer Anteil der Zellkerne in der heterokaryo-
tischen Δerg-1-Mutante die Ausschaltung des Gens trägt, könnte ein Fusionsdefekt durch den  
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Abb. 3.3.8: Die Mutation von erg-1 ruft Defekte während der Plasmamembran-Fusion zwischen 
Keimlingen hervor. 
Verschiedene Stämme, die Mutationen des Gens erg-1 enthalten, wurden makroskopisch und mikroskopisch 
miteinander verglichen. A: Im Vergleich zum WT (N1-01) zeigt die Mutante erg-1 (N2-28) bräunliche 
Verfärbungen auf der Rückseite der MM-Schrägagarröhrchen (Pfeil), die denen von Δerg-10a Δerg-10b ähneln 
(vgl. Abb. 3.1.1). B: Die Färbung mit FM4-64 ergibt, dass erg-1-Keimlinge Einstülpungen der Plasmamembran 
an der Kontaktstelle der Zellen aufweisen (Pfeil), während das WT-Zellpaar eine Fusionspore ausgebildet hat 
(Pfeilkopf). C: Eine in der KO-Sammlung hinterlegte heterokaryotische Deletionsmutante von erg-1 (KO-0030) 
weist WT-artige Fusionsporen auf (Pfeilkopf), wohingegen das auf diesen Stamm basierende homokaryotische 
Isolat Δerg-1 (MW_333) Membran-Einstülpungen ausbildet (Pfeil). D: Die von der KO-Sammlung unabhängig 
erstellten Δerg-1-Transformanten N3-08 und MW_308 zeigen Defekte während der Plasmamembran-Fusion 
(Pfeile). E: Makroskopisch betrachtet ähnelt das Heterokaryon KO-0030 den WT-Stämmen, während die 
restlichen Δerg-1-Stämme auffällige Verfärbungen auf der Rückseite der Kulturröhrchen ausbilden (Pfeile). 
F: Eine genotypische Analyse bestätigt, dass die Mutante KO-0030 sowohl die Ausschaltung (Primer 312/317) 
als auch die WT-Kopie (Primer 338/339) von erg-1 trägt. Die übrigen Mutanten sind bezüglich der Gendeletion 
homokaryotisch. Erwartete Fragmentgrößen in Klammern. M: 1 kb DNA-Leiter. Größenbalken: jeweils 5 µm. 
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Überschuss an WT-Zellkernen maskiert werden. Daher wurde versucht, das Δerg-1-Heterokaryon 
über eine Rückkreuzung mit dem WT (N1-01) in eine homokaryotische Mutante aufzureinigen. 
Während der Selektion der Nachkommen auf MM wurde bemerkt, dass viele der Ascosporen-
Keimlinge einen ausgeprägten Phänotyp aufwiesen, der sich in einem kompakteren, teils spinnen-
förmigen Wachstum der Keimschläuche äußerte (Herzog, 2014). Die Kulturen, die aus diesen 
auffälligen Isolaten hervorgingen, waren zudem resistent gegenüber Hygromycin. Eine Geno-
typisierung mittels PCR bestätigte, dass die Nachkommen mit diesen Merkmalen die Deletion von 
erg-1 beherbergten und kein WT-Gen mehr aufwiesen. Somit war es gelungen, die heterokaryotische 
Δerg-1-Mutante in lebensfähige Homokaryen aufzureinigen. Demzufolge ist das Gen erg-1 für das 
Wachstum von N. crassa nicht essentiell. Im Gegensatz zum heterokaryotischen Ausgangsstamm 
bildeten sich zwischen den Zellpaaren der homokaryotischen Δerg-1-Deletionsmutante (MW_333) 
Membran-Einstülpungen heraus, die denen der klassischen erg-1-Mutante ähnelten. Diese Ergebnisse 
verdeutlichen, dass die spezifische Ausschaltung von erg-1 ebenfalls die Plasmamembran-Fusion 
zwischen Keimlingen beeinträchtigt. 
Unabhängig von den erg-1-Mutanten aus der KO-Sammlung des FGSC wurde im Rahmen einer 
vorherigen Arbeit ein weiterer Versuch unternommen, um Δerg-1-Stämme zu konstruieren (Priegnitz, 
2009). Dabei wurde das Gen über homologe Rekombination durch eine genspezifische Ausschalt-
kassette, die Resistenz gegenüber Hygromycin vermittelt, ersetzt. Der mittels einer Southern Blot-
Analyse verifizierte Primärtransformant N3-08 (Isolat Nummer 13) wurde mit einem WT-Stamm 
(N1-01) gekreuzt. In dieser Arbeit konnte für eine Vielzahl der Ascosporen aus dieser Kreuzung 
erneut die zuvor beobachtete Besonderheit während der Bildung der Keimschläuche festgestellt 
werden. Dieser auffällige Phänotyp korrelierte wiederum mit der Resistenz gegenüber Hygromycin 
und dem homokaryotischen Zustand der Nachkommen bezüglich der Deletion von erg-1. Sowohl die 
Keimlinge des Transformanten N3-08 als auch die der darauf basierenden Δerg-1-Mutante MW_308 
waren während der Fusion der Plasmamembran gestört (Abb. 3.3.8D). Da das gerichtete Wachstum 
zwischen Δerg-1-Zellen mit ca. 82 % dem des WT-Stamms entsprach (Tab. 7.1.1), wurde ersichtlich, 
dass Mutationen im Gen erg-1 spezifisch zu Defekten während der Zell-Zell-Fusion führen. 
Die Gemeinsamkeiten der homokaryotischen Δerg-1-Mutanten auf zellulärer Ebene spiegelten sich 
auch in ihrem makroskopischen Phänotyp wider. Wie die klassische erg-1-Mutante wiesen diese 
Stämme bräunliche Verfärbungen in Schrägagarkulturen auf, die mit dem homokaryotischen Zustand 
der Deletion korrelierten (Abb. 3.3.8E & F). Damit verursacht Δerg-1 insgesamt die gleichen Defekte, 
die auch für Δerg-10a Δerg-10b (siehe Abschnitt 3.1.1) beobachtet worden waren. Da die Deletion 
von erg-1 ebenfalls zur Akkumulation von Sterol-Intermediaten mit einer veränderten Anordnung der 
Doppelbindungen im Ringsystem führt und die Keimlingsfusionen unabhängig von PRM1 mindert 
(Herzog, 2014), wird vermutet, dass dieses strukturelle Merkmal der Moleküle spezifisch die 
Plasmamembran-Fusion beeinflusst. 
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3.4 Eine veränderte Sterol-Zusammensetzung beeinträchtigt die 
geschlechtliche Entwicklung von N. crassa 
Neben den spezifischen Einschränkungen, die bestimmte Ergosterol-Biosynthese-Mutanten von 
N. crassa während der vegetativen Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion aufweisen (siehe Abschnitte 
3.1 bis 3.3), verursacht das Fehlen der erg-Gene pleiotrope Defekte in verschiedenen Entwicklungs-
phasen dieses Pilzes. Zum einen wirkt sich eine vom WT abweichende Sterol-Zusammensetzung 
nachteilig auf dessen ungeschlechtliche Vermehrung aus, da die Wachstumsgeschwindigkeit der 
Hyphen, die Bildung von Luftmyzel oder die Sporulation eingeschränkt sein können (Brandt, 2013; 
Grindle, 1973; Grindle, 1974; Herzog, 2014; Priegnitz, 2009; Weichert, 2011). Zum anderen ruft eine 
veränderte Sterol-Biosynthese vielfältige Störungen während der sexuellen Entwicklung dieses 
Ascomyceten hervor, die sich in Abhängigkeit von den jeweils mutierten erg-Genen jedoch 
voneinander unterscheiden (Brandt, 2013; Herzog, 2014; Priegnitz, 2009; Weichert, 2011). 
Hinsichtlich der geschlechtlichen Vermehrung konnte bisher nicht geklärt werden, welche Defekte 
durch das Fehlen von Ergosterol, die Akkumulation von Sterol-Intermediaten oder ein Zusammenspiel 
beider Faktoren verursacht werden. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit die Fertilität der 
Ergosterol-Biosynthese-Mutanten von N. crassa in einer systematischen und detaillierten Art und 
Weise untersucht, um mögliche Korrelationen zwischen der Sterol-Struktur und der phänotypischen 
Ausprägung der sexuellen Vermehrungseinheiten aufzudecken. Zudem sollten die Phasen der 
Fruchtkörper-Entwicklung, in denen die Defekte der erg-Mutanten auftreten, spezifiziert werden. 
 
3.4.1 Die meisten Mutanten der Ergosterol-Biosynthese weisen zueinander 
ähnliche Fertilitätsdefekte auf 
Die im Folgenden beschriebenen Kreuzungsanalysen wurden unter vergleichbaren Bedingungen auf 
WG-Agarplatten vorgenommen. Auf diesem Medium wird N. crassa zur Bildung von Proto-
perithezien angeregt, welche die weiblichen, noch unbefruchteten Vermehrungsstrukturen darstellen. 
Die hier untersuchten Einzel-, Doppel- und Tripel-Mutanten Δerg-2, Δerg-10a, Δerg-10b, Δerg-11, 
Δerg-2 Δerg-11, Δerg-10a Δerg-10b und Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b wiesen diesbezüglich im 
Vergleich zum WT keine morphologischen, quantitativen oder zeitlich verzögert auftretenden Defekte 
auf (Abb. 7.4.1). Somit lagen bei dieser Auswahl an erg-Mutanten vergleichbare Voraussetzungen für 
die anschließende Befruchtung mit männlichen Zellen des entgegengesetzten Paarungstyps vor. 
Zunächst wurden die Auswirkungen der Deletion von erg-2, welche massive Defekte während der 
ungeschlechtlichen Zell-Zell-Interaktionen verursacht (siehe Abschnitte 3.1 & 3.2), auf die 
Entwicklung der Fruchtkörper von N. crassa untersucht. Vorherige Analysen hatten eine sichtbar 
verringerte weibliche Fertilität von Δerg-2 ergeben (Weichert, 2011). Im Einklang mit diesen 
Beobachtungen brachte die Mutante als weiblicher Kreuzungspartner nach Befruchtung Perithezien 
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geringerer Größe hervor. Quetschpräparate einzelner Fruchtkörper aus diesen Ansätzen wiesen zudem 
eine stark verminderte Anzahl an Asci auf. Wurden Protoperithezien eines WT-Stamms mit Δerg-2-
Zellen befruchtet, traten jedoch keine Entwicklungsdefekte der Perithezien und Asci-Rosetten auf 
(Abb. 3.4.1A). Demnach übt das Fehlen von erg-2 im männlichen Kreuzungspartner keinen Einfluss 
auf den Phänotyp der Fruchtkörper aus und ist somit spezifisch für Prozesse im weiblichen Stamm. 
 
Abb. 3.4.1: Die Deletion von erg-2 beeinträchtigt ausschließlich die weibliche Fertilität vor Karyogamie. 
Homo- und heterozygote Kreuzungsansätze zwischen dem WT (N1-01 und N1-02) und der Mutante Δerg-2 
(N2-34 und N2-35) wurden auf WG-Medium vorgenommen und phänotypisch miteinander verglichen. A: Die 
Deletion von erg-2 schränkt das Heranreifen der Perithezien und Asci-Rosetten ein, wenn die Mutante als 
weiblicher Kreuzungspartner eingesetzt wird. Δerg-2-Perithezien sind kleiner als die des WT-Stamms und 
enthalten weniger Asci. Als männlicher Kreuzungspartner hat Δerg-2 keinen Einfluss auf die Ausprägung der 
Fruchtkörper. B: Im Heterokaryon mit dem Helfer-Stamm (N2-40) wird der weibliche Fertilitätsdefekt von 
Δerg-2 (MW_187) vollständig kompensiert, sodass die Perithezien und Asci-Rosetten in einer zum WT-Ansatz 
vergleichbaren Weise heranreifen. C: Kreuzungen, in denen Δerg-2 als weiblicher Kreuzungspartner agiert, 
bilden deutlich weniger Ascosporen als die entsprechenden WT-Ansätze. In Gegenwart des Helfer-Stamms wird 
die Bildung der Ascosporen vollständig gerettet. Die Aufnahmen der Perithezien und Asci-Rosetten wurden 
10 bis 11 d nach Befruchtung erstellt. Etwa einen Monat nach Befruchtung wurde die Gesamtmenge an 
freigesetzten Ascosporen pro Kreuzungsansatz in Wasser aufgenommen. Größenbalken: Perithezien, 500 µm; 
Asci-Rosetten, 200 µm. 
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Der einseitige Effekt von Δerg-2 auf die weibliche Fertilität lässt vermuten, dass sich die veränderte 
Sterol-Zusammensetzung dieser Mutante auf die Fruchtbarkeit der Protoperithezien auswirkt. Ein 
Defekt während der Fusion zwischen Trichogynen und männlichen Sporen, der in N. crassa 
Voraussetzung für die Befruchtung, wurde jedoch bereits ausgeschlossen (Weichert, 2011). Daher 
wurde angenommen, dass darauffolgende Prozesse im ascogonen Gewebe der Fruchtkörper betroffen 
sein könnten. Um solch einem möglichen Effekt entgegenzuwirken, wurde Δerg-2 in einem forcierten 
Heterokaryon mit dem sogenannten Helfer-Stamm angezogen. Dieses Isolat wird unter anderem 
verwendet, um schädliche Auswirkungen rezessiver Mutationen auf das allgemeine Wachstum sowie 
die Fertilität zu kompensieren (Perkins, 1984). Im Vergleich zu den vermindert entwickelten 
Perithezien der vorherigen Ansätze bildete Δerg-2 in Gegenwart des Helfer-Stamms Fruchtkörper aus, 
die sich phänotypisch nicht von denen der WT-Kreuzungen unterschieden und vergleichbare Mengen 
an Asci beherbergten (Abb. 3.4.1B). Aufgrund seines inaktiven Paarungstyp-Locus kann der Helfer-
Stamm jedoch nur Defekte vor der Verschmelzung der Zellkerne beider Kreuzungspartner 
(Karyogamie) retten (Griffiths & Delange, 1978). Aus diesem Grund können sich selbst in diesen 
Ansätzen schädliche Auswirkungen einer Mutation auf die anschließende Bildung der Asci sowie die 
Reifung und Freisetzung der Ascosporen noch entfalten. Um zu testen, inwiefern die Deletion von 
erg-2 diese späteren Ereignisse während der Fruchtkörper-Entwicklung beeinflusst, wurden die 
Nachkommen sämtlicher Kreuzungsansätze gesammelt und mengenmäßig miteinander verglichen. 
Während Δerg-2 als weiblicher Kreuzungspartner entsprechend der gestörten Entwicklung innerhalb 
Perithezien deutlich reduzierte Mengen an Ascosporen freisetzte, führten die Ansätze mit dem Helfer-
Stamm zu einer vollständigen Wiederherstellung der Fertilität der Mutante. Als männlicher 
Kreuzungspartner übte das Fehlen des Gens wie erwartet keinen Einfluss auf die Bildung der 
Nachkommen aus (Abb. 3.4.1C). Anhand dieser Ergebnisse wird geschlussfolgert, dass die veränderte 
Sterol-Zusammensetzung von Δerg-2 spezifisch die der Karyogamie vorangehenden Entwicklungs-
stadien im weiblichen Fruchtkörper beeinträchtigt und keine Auswirkungen für die darauffolgenden 
Reifungsprozesse in den Asci hat. 
Im Gegensatz zu Δerg-2 ruft die Akkumulation des Sterol-Intermediats in der Δerg-11-Mutante keine 
Beeinträchtigungen während der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen hervor (siehe Abschnitte 
3.1.2 & 3.1.3). Da die Deletion von erg-11 dennoch die Fertilität von Kreuzungen mindert (Weichert, 
2011), wurde untersucht, welchen Einfluss die in dieser Mutante vorliegende Sterol-Zusammen-
setzung auf die phänotypische Ausprägung der Fruchtkörper ausübt. In analoger Weise zu den für 
Δerg-2 durchgeführten Ansätzen (Abb. 3.4.1) wurden homo- und heterozygote Kreuzungen zwischen 
WT- und Δerg-11-Stämmen vorgenommen (Abb. 3.4.2). Abweichend von den Versuchen mit Δerg-2 
nahm die Entwicklung der Perithezien und Asci-Rosetten mit zunehmender Beteiligung von Δerg-11 
in einer graduellen Art und Weise ab. Die mit Δerg-11-Zellen befruchteten WT-Fruchtkörper wiesen 
trotz normaler Größe und Melanisierung zur Seite geneigte Hälse auf, welche in den Ansätzen, in 
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denen die Mutante als weiblicher Kreuzungspartner eingesetzt worden war, noch stärker abgeflacht 
oder sogar verkürzt waren. Entsprechend enthielten diese Perithezien auch stufenweise verminderte 
Mengen an Asci und Ascosporen (Abb. 3.4.2A). Diese Beobachtungen verdeutlichen, dass Δerg-11 im  
 
Abb. 3.4.2: Kreuzungen mit Δerg-11 weisen Defekte vor und nach Karyogamie auf. 
Analog zu den Ansätzen in Abb. 3.4.2 wurden homo- und heterozygote Kreuzungen zwischen WT- (N1-01 und 
N1-02) und Δerg-11-Stämmen (N4-27 und N4-28) analysiert. A: Während Δerg-11 als männlicher Kreuzungs-
partner die Fruchtkörper-Entwicklung des WT-Stamms nur leicht beeinträchtigt, verstärken sich die 
morphologischen Veränderungen im umgekehrten Ansatz. Es treten dort vermehrt Perithezien mit schräg-
stehenden oder verkürzten Hälsen auf. In der homozygoten Δerg-11-Kreuzung sind die Fruchtkörper zwar 
melanisiert, erscheinen aber dennoch unreif und enthalten nur wenige Asci. B: Die Gegenwart des Helfer-
Stamms (N2-40) verbessert die Reifung der Perithezien, wenn Δerg-11 (MW_119) als weiblicher Kreuzungs-
partner eingesetzt wird, kann die Ausprägung der Asci-Rosetten jedoch nur begrenzt verbessern. 
C: In Kreuzungen, an denen die Mutante Δerg-11 zunehmend beteiligt ist, werden in einer kontinuierlichen Art 
und Weise weniger Ascosporen gebildet. Im Heterokaryon mit dem Helfer-Stamm wird die Fertilität zwar 
deutlich verbessert, erreicht jedoch nicht das Niveau der homozygoten WT-Kreuzung. Die Aufnahmen der 
Perithezien und Asci-Rosetten wurden 14 bis 15 d nach Befruchtung erstellt. Etwa einen Monat nach 
Befruchtung wurde die Gesamtmenge an freigesetzten Ascosporen pro Kreuzungsansatz in Wasser 
aufgenommen. Größenbalken: Perithezien, 500 µm; Asci-Rosetten, 200 µm. 
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Gegensatz zu Δerg-2 auch als männlicher Kreuzungspartner die Entwicklung der Fruchtkörper stört, 
was Beeinträchtigungen nach der Karyogamie vermuten lässt. Um unterscheiden zu können, welchen 
Einfluss die Deletion vor bzw. nach Karyogamie ausübt, wurden Ansätze mit dem Helfer-Stamm 
vorgenommen. Die Perithezien der entsprechenden Heterokaryen waren äußerlich mit denen der WT-
Kreuzungen vergleichbar. Jedoch waren die aus diesen Fruchtkörpern isolierten Asci-Rosetten relativ 
instabil und wiesen geringere Mengen an Asci bzw. schwarzen Ascosporen auf (Abb. 3.4.2B). 
Demnach konnte die Gegenwart des Helfer-Stamms den phänotypischen Defekten der Fruchtkörper-
Entwicklung von Δerg-11 nur in einem begrenzten Ausmaß entgegenwirken. Im Einklang mit diesen 
Beobachtungen ließ sich die in den Δerg-11-Kreuzungen vorzufindende graduell abnehmende Menge 
an freigesetzten Ascosporen ebenfalls nur teilweise durch solche Heterokaryen retten (Abb. 3.4.2C). 
Somit wird deutlich, dass die Deletion von erg-11 die sexuelle Entwicklung sowohl vor als auch nach 
Karyogamie stört. 
Die für Δerg-2 und Δerg-11 erzielten Ergebnisse während der geschlechtlichen Vermehrung zeigen 
auf, dass beide Deletionen zueinander verschiedene Beeinträchtigungen während der Fruchtkörper-
Entwicklung verursachen, die sich vermutlich auf die strukturellen Unterschiede in den sich jeweils 
akkumulierenden Sterol-Intermediaten der Mutanten zurückzuführen sind. Da Δerg-11 die Defekte 
von Δerg-2-Keimlingen vollständig supprimiert (siehe Abschnitte 3.1.2 & 3.1.3), wurde getestet, ob 
die in der Doppelmutante synthetisierte Vorstufe von Ergosterol eher Δerg-2- oder Δerg-11-ähnliche 
Entwicklungsstörungen während der sexuellen Vermehrung hervorruft. Zu diesem Zweck wurden in 
Anlehnung an die vorherigen Versuche Kreuzungen mit Δerg-2 Δerg-11-Stämmen vorgenommen. 
Dabei wurden im Vergleich zu Δerg-11 (Abb. 3.4.2) prinzipiell ähnliche Beobachtungen für die 
Doppelmutante festgestellt (Abb. 3.4.3). Je mehr Δerg-2 Δerg-11 an den Kreuzungen beteiligt war, 
desto stärker kamen morphologische Abweichungen bei der Entwicklung der Fruchtkörper zum 
Vorschein, die sich durch Perithezien mit zur Seite geneigten Hälsen und schwächer ausgeprägten 
Asci-Rosetten äußerten (Abb. 3.4.3A). Demnach verringerte die Doppelmutante sowohl die weibliche 
als auch die männliche Fertilität. Entsprechend konnten diese Defekte in einem Heterokaryon 
bestehend aus Δerg-2 Δerg-11 und dem Helfer-Stamm nur unzureichend kompensiert werden 
(Abb. 3.4.3B). Beim genauen Vergleich mit Δerg-11 (Abb. 3.4.2A) fiel jedoch auf, dass sowohl die 
Reifung der Perithezien als auch der Umfang der Asci in den Ansätzen mit der Doppelmutante 
weniger stark betroffen waren als in der Einzelmutante (Abb. 3.4.3A). Diesem Ergebnis zufolge wird 
die schwache Fertilität von Δerg-11 durch die zusätzliche Deletion von erg-2 in einem begrenzten 
aber dennoch erkennbaren Ausmaß verbessert. Entsprechend dieser Beobachtung brachten die 
Kreuzungen mit Δerg-2 Δerg-11 im Vergleich zu denen mit Δerg-11 ebenfalls sichtbar erhöhte 
Mengen an Ascosporen hervor (Abb. 3.4.2C & Abb. 3.4.3C). Zusammengenommen schränkt die 
Gegenwart des sich in Δerg-2 Δerg-11 akkumulierenden Sterol-Intermediats die Fruchtkörper-
Entwicklung in einer Δerg-11-ähnlichen Art und Weise ein. Da sich die in den Einzel- und in der 
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Doppelmutante angereicherten Sterole lediglich in der Struktur der Seitenkette voneinander 
unterscheiden (Abb. 1.4.2A), wäre es denkbar, dass der Anzahl und/oder Position der Doppel-
bindungen in diesem Bereich des Moleküls eine besondere Rolle während der geschlechtlichen 
Vermehrung von N. crassa zukommt. 
 
Abb. 3.4.3: Die Deletion von erg-2 verbessert teilweise die schwache Fertilität von Δerg-11. 
In Anlehnung an die Ansätze in Abb. 3.4.1 und Abb. 3.4.2 wurden homo- und heterozygote Kreuzungen 
zwischen dem WT (N1-01 und N1-02) und der Doppelmutante Δerg-2 Δerg-11 (N4-35 und N4-36) 
vorgenommen. A: Im Vergleich zu den Ansätzen mit Δerg-11 (Abb. 3.4.2) sind die morphologischen 
Veränderungen der Fruchtkörper weniger stark ausgeprägt, wenn Δerg-2 Δerg-11 als Kreuzungspartner agiert. 
Jedoch werden in ähnlicher Weise Perithezien mit zur Seite geneigten Hälsen gebildet, deren Asci-Rosetten 
unreif erscheinen. B: In Heterokaryen aus dem Helfer-Stamm (N2-40) und Δerg-2 Δerg-11 (MW_127) kann 
keine auffällige Verbesserung der Fruchtkörper-Entwicklung festgestellt werden. C: Die zusätzliche Deletion 
von Δerg-2 im Δerg-11-Hintergrund bewirkt, dass eine im Vergleich zu Abb. 3.4.2 erhöhte Anzahl an 
Ascosporen gebildet wird. Der Helfer-Stamm kann die verminderte Fertilität der homozygoten Kreuzung jedoch 
nur teilweise kompensieren. Die Aufnahmen der Perithezien und Asci-Rosetten wurden 14 bis 15 d nach 
Befruchtung erstellt. Etwa einen Monat nach Befruchtung wurde die Gesamtmenge an freigesetzten Ascosporen 
pro Kreuzungsansatz in Wasser aufgenommen. Größenbalken: Perithezien, 500 µm; Asci-Rosetten, 200 µm. 
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Um zu untersuchen, welchen Einfluss andere Bereiche der Sterole auf die geschlechtliche Vermehrung 
ausüben, wurden Kreuzungen mit der Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b vorgenommen. Die Deletion 
beider Gene führt zu einem spezifischen Defekt während der Plasmamembran-Fusion zwischen 
vegetativen Zellen, der mit einer veränderten Struktur im Ringsystem der Sterole korreliert (siehe 
Abschnitt 3.3). Ähnlich zu den Kreuzungsansätzen mit Δerg-11 (Abb. 3.4.2) bzw. Δerg-2 Δerg-11 
(Abb. 3.4.3) schränkte die Beteiligung von Δerg-10a Δerg-10b die phänotypische Ausprägung der 
Fruchtkörper und Asci-Rosetten stufenweise ein (Abb. 3.4.4). Demnach beeinträchtigt diese 
Doppelmutante sowohl die weibliche als auch die männliche Fertilität. Von den bisher untersuchten 
erg-Mutanten zeigte Δerg-10a Δerg-10b darüber hinaus die deutlichsten Defekte während der 
Entwicklung der Perithezien, welche in zunehmender Art und Weise durch eine geringere Größe, 
verkürzte Hälse sowie eine schwächer ausgeprägte Melanisierung auffielen. Entsprechend nahm das 
Ausmaß der Asci-Rosetten innerhalb der Fruchtkörper deutlich ab. Homozygote Kreuzungen der 
Doppelmutante brachten sogar keinerlei Asci hervor und waren demnach steril (Abb. 3.4.4A). Der 
Versuch, die äußerst schwache weibliche Fertilität von Δerg-10a Δerg-10b in einem Heterokaryon mit 
dem Helfer-Stamm zu retten, führte zur Bildung WT-ähnlicher Perithezien, die entsprechend 
umfassendere Asci-Rosetten beherbergten. Trotz ihres Ausmaßes schienen die Asci im homozygoten 
Ansatz mit dem Helfer unzureichend entwickelt zu sein und kaum reife Ascosporen zu enthalten, wie 
es dagegen in der entsprechenden heterozygoten Kreuzung der Fall war (Abb. 3.4.4B). Wurde ein 
Heterokaryon aus dem Helfer-Stamm und der Doppelmutante als männlicher Kreuzungspartner 
eingesetzt, so hatte dies zudem keinen Effekt auf den Ausgang der Kreuzung (Abb. 7.4.2). Folglich 
wurden in sämtlichen homozygoten Kreuzungen mit Δerg-10a Δerg-10b keine Ascosporen freigesetzt. 
Der Ansatz, in dem die Doppelmutante zusammen mit dem Helfer-Stamm als weiblicher Kreuzungs-
partner verwendet und mit WT-Sporen befruchtet worden war, bildete zwar im Vergleich zur 
Kreuzung ohne den Helfer deutlich mehr Ascosporen. Dennoch war deren Menge nicht größer als in 
dem Ansatz, in welchem WT-Perithezien mit Δerg-10a Δerg-10b befruchtet worden waren 
(Abb. 3.4.4C). Zusammengefasst verursacht die Akkumulation eines Sterol-Intermediats mit 
veränderter Struktur im Ringsystem ebenfalls Defekte vor und nach Karyogamie, welche sich jedoch 
im Vergleich zu denen von Δerg-11 (Abb. 3.4.2) noch massiver auf die Entwicklung der Fruchtkörper 
und Nachkommen auswirken. 
Die vorherigen Beobachtungen hatten ergeben, dass die Deletion von erg-2 der schwachen Fertilität 
von Δerg-11 teilweise entgegenwirkt (Abb. 3.4.2 & Abb. 3.4.3). Da in diesem Fall vermutlich eine für 
die geschlechtliche Vermehrung günstigere Struktur in der Seitenkette der Sterole entsteht, wurde 
getestet, ob die Tripelmutante Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b ebenfalls eine im Vergleich zu Δerg-10a 
Δerg-10b verbesserte Entwicklung der Fruchtkörper aufweisen würde. Im Vergleich zu den für die 
Doppelmutante erzielten Ergebnissen (Abb. 3.4.4 & Abb. 7.4.2) wurde mit zunehmender Beteiligung 
der Tripelmutante an den Kreuzungen wiederum eine sukzessive Abnahme der Fertilität festgestellt 
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(Abb. 3.4.5). Damit ähnelten die Defekte von Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b prinzipiell denen von 
Δerg-10a Δerg-10b und betrafen damit sowohl die weibliche als auch die männliche Fertilität. Der 
genaue Vergleich beider Mehrfachmutanten ergab, dass das zusätzliche Fehlen von erg-2 zu einer 
 
Abb. 3.4.4: Kreuzungen mit der Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b sind sowohl vor und als auch nach 
Karyogamie stark beeinträchtigt. 
Homo- und heterozygote Kreuzungen zwischen dem WT (N1-01 und N1-02) und der Doppelmutante 
Δerg-10a Δerg-10b (N4-37 und N4-38) wurden hinsichtlich ihrer Fertilität miteinander verglichen. A: Mit 
zunehmender Beteiligung von Δerg-10a Δerg-10b an den Kreuzungen wird die Entwicklung der Fruchtkörper 
vermehrt gestört. Vor allem in den Ansätzen, in denen die Doppelmutante als weiblicher Kreuzungspartner 
agiert, reifen die Perithezien kaum oder nicht mehr heran und enthalten nur wenige oder keine Asci. B: Die 
Gegenwart des Helfer-Stamms (N2-40) verbessert die Defekte von Δerg-10a Δerg-10b (MW_126) hinsichtlich 
der Entwicklung der Perithezien und Asci-Rosetten deutlich, kann die Bildung von schwarzen Ascosporen 
jedoch nur begrenzt kompensieren. C: Kreuzungen mit Δerg-10a Δerg-10b setzen deutlich reduzierte Mengen 
an Ascosporen frei. Homozygote Kreuzungen zwischen der Doppelmutante sind sogar steril und können durch 
den Helfer-Stamm nicht nennenswert gerettet werden. Die Aufnahmen der Perithezien und Asci-Rosetten 
wurden 14 d nach Befruchtung erstellt. Etwa einen Monat nach Befruchtung wurde die Gesamtmenge an 
freigesetzten Ascosporen pro Kreuzungsansatz in Wasser aufgenommen. Siehe Abb. 7.4.2 für Kreuzungen mit 
dem Ansatz (mat a x mat A). Größenbalken: Perithezien, 500 µm; Asci-Rosetten, 200 µm. 
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leichten Verbesserung hinsichtlich der Reifung der Perithezien und der darin enthaltenen Asci führte. 
Insbesondere konnten im homozygoten Ansatz mit der Tripelmutante zumindest einige Asci isoliert 
werden (Abb. 3.4.5A). Jedoch war die Fertilität von Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b insgesamt massiv 
herabgesetzt, was vor allem anhand der sehr geringen bis gänzlich fehlenden Mengen an Ascosporen, 
die aus solchen Kreuzungen hervorgingen, erkennbar war (Abb. 3.4.5B). Diesem Ergebnis zufolge 
macht sich während der sexuellen Entwicklung eine zusätzliche strukturelle Veränderung in der 
Seitenkette der Sterole nur geringfügig bemerkbar, wenn bereits eine zu Ergosterol abweichende 
Anordnung im Ringsystem dieser Moleküle vorliegt. 
 
Abb. 3.4.5: Die Fertilitätsdefekte von Δerg-10a Δerg-10b werden durch Δerg-2 nicht wesentlich verbessert. 
In homo- und heterozygoten Kreuzungen zwischen dem WT (N1-01 und N1-02) und der Tripelmutante 
Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b (N4-39 und N4-40) treten ähnliche Fertilitätsdefekte auf wie in denen mit der 
Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b (vgl. Abb. 3.4.4 & Abb. 7.4.2). A: Mit zunehmender Beteiligung von 
Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b an den Kreuzungen werden vermehrt Perithezien gebildet, die zur Seite geneigte 
Hälse aufweisen und vermindert entwickelte Asci-Rosetten beherbergen. Homozygote Kreuzungen der 
Tripelmutante bringen nur unreife Fruchtkörper zum Vorschein, die jedoch im Gegensatz zu Δerg-10a Δerg-10b 
einige Asci enthalten. B: Kreuzungen mit Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b schränken die Bildung von Ascosporen 
massiv ein. Die homozygoten Ansätze mit der Tripelmutante sind steril. Die Aufnahmen der Perithezien und 
Asci-Rosetten wurden 21 bzw. 15 d nach Befruchtung erstellt. Etwa einen Monat nach Befruchtung wurde die 
Gesamtmenge an freigesetzten Ascosporen pro Kreuzungsansatz in Wasser aufgenommen. Größen-
balken: Perithezien, 500 µm; Asci-Rosetten, 200 µm. 
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Zusammengefasst weisen, mit Ausnahme von Δerg-2, all die hier untersuchten erg-Mutanten 
tendenziell ähnliche Defekte während der geschlechtlichen Vermehrung auf. Da sich zwischen der 
Anzahl und Anordnung der Doppelbindungen in den jeweiligen Sterol-Intermediaten (Abb. 1.4.2A) 
und der phänotypischen Ausprägung während der Fruchtkörper-Entwicklung kein klarer Zusammen-
hang erkennen lässt, wird vermutet, dass eine verminderte Fertilität vorrangig durch die Abwesenheit 
von Ergosterol hervorgerufen wird. Die individuellen Phänotypen der erg-Mutanten während der 
Kreuzungen scheinen dagegen auf den strukturellen Unterschieden zwischen den sich jeweils 
akkumulierenden Vorstufen von Ergosterol zu beruhen. Darüber hinaus wäre es möglich, dass die 
beobachteten Phänotypen durch mögliche Auswirkungen der Deletionen auf die Gesamtmenge an 
Sterolen zurückzuführen sind. 
 
3.4.2 Die durch eine veränderte Sterol-Zusammensetzung verursachten 
Fertilitätsdefekte nach Karyogamie werden durch den Suppressor 
ΔSad-1 kompensiert 
Die Entwicklung im Perithezium kann vereinfacht in zwei Phasen untergliedert werden: zum einen die 
Differenzierung des ascogonen Gewebes zu Hakenzellen, und zum anderen die Reifung der daraus 
hervorgehenden Asci, in denen sich die Ascosporen entwickeln (Abb. 1.2.1). Den Übergang beider 
Phasen stellt die Karyogamie innerhalb der jungen Asci dar (Raju, 1980). Wie in Abschnitt 3.4.1 
gezeigt wurde, mindert die Mutation von erg-Genen die weibliche Fertilität, infolgedessen unreife 
Perithezien mit schwach entwickelten Asci gebildet werden. Während der Einsatz des Helfer-Stamms 
(Perkins, 1984), welcher Fertilitätsdefekte vor der Karyogamie kompensiert, das Ausmaß der Asci 
größtenteils wiederherstellte, blieb die Reifung der Ascosporen innerhalb dieser Zellen jedoch 
weiterhin gestört, wenn die erg-Mutanten zusätzlich die männliche Fertilität beeinträchtigt hatten 
(Abb. 3.4.2, Abb. 3.4.3 & Abb. 3.4.4). Überraschenderweise wurde bereits zuvor ein vergleichbarer 
Entwicklungsdefekt in den Asci beobachtet, wenn heterozygote Kreuzungen zwischen Δerg-10a und 
Δerg-10b vorgenommen worden waren, obwohl diese Einzelmutanten im Gegensatz zur Doppel-
mutante Δerg-10a Δerg-10b noch Ergosterol synthetisieren (Weichert, 2011). Um zu verstehen, wie 
eine veränderte Sterol-Zusammensetzung die nach der Karyogamie stattfindenden Reifungsprozesse 
beeinflusst, wurden die Kreuzungen mit Δerg-10a bzw. Δerg-10b sowie Δerg-10a Δerg-10b im Detail 
weiterverfolgt. 
Zunächst wurden homo- und heterozygote Kreuzungen zwischen dem WT und Δerg-10a bzw. 
Δerg-10b vorgenommen. In sämtlichen Ansätzen mit diesen Einzelmutanten reiften die Perithezien in 
einer zu der WT-Kontrolle ununterscheidbaren Art und Weise heran. Ebenso wurde das Ausmaß an 
Asci und Ascosporen innerhalb der Fruchtkörper durch keine der beiden Mutanten beeinflusst 
(Abb. 7.4.3). Demzufolge zeichnen sich homozygote Kreuzungen zwischen Δerg-10a bzw. Δerg-10b 
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durch eine mit dem WT-Ansatz vergleichbare Fertilität aus und können zudem phänotypisch nicht 
voneinander unterschieden werden. 
Im Gegensatz dazu wiesen heterozygote Kreuzungen zwischen beiden Einzelmutanten, deren primärer 
Zweck die Konstruktion der Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b gewesen war (Weichert, 2011), eine 
beeinträchtigte Entwicklung innerhalb der Asci auf. Zwar unterschieden sich die Perithezien der 
Ansätze zwischen Δerg-10a und Δerg-10b morphologisch nicht von denen der Kontrollen und 
enthielten ebenfalls umfassende Asci-Rosetten, jedoch waren darin nur wenige schwarze Ascosporen  
 
Abb. 3.4.6: Heterozygote Kreuzungen zwischen Δerg-10a und Δerg-10b verursachen Fertilitätsdefekte 
nach Karyogamie. 
A: Homozygote Kreuzungen zwischen den Einzelmutanten Δerg-10a (N4-25 x N4-26) bzw. Δerg-10b (N4-29 x 
N4-30) gleichen phänotypisch denen der WT-Kontrolle (N1-02 x N1-01). Obwohl auch in den heterozygoten 
Ansätzen zwischen beiden Mutanten WT-artige Perithezien gebildet werden, enthalten deren Asci-Rosetten nur 
wenig reife Ascosporen. B: Heterokaryen aus dem Helfer-Stamm (N2-40) und Δerg-10a (MW_116) bzw. 
Δerg-10b (MW_185) verbessern in den heterozygoten Kreuzungen nicht die Beeinträchtigungen innerhalb der 
Asci. C: Im Vergleich zu den homozygoten Kreuzungen zwischen Δerg-10a bzw. Δerg-10b werden in 
sämtlichen heterozygoten Ansätzen deutlich verringerte Mengen an Ascosporen gebildet. Die Aufnahmen der 
Perithezien und Asci-Rosetten wurden 10 bis 12 d nach Befruchtung erstellt. Etwa einen Monat nach 
Befruchtung wurde die Gesamtmenge an freigesetzten Ascosporen pro Kreuzungsansatz in Wasser 
aufgenommen. Siehe Abb. 7.4.3 für heterozygote Kreuzungen zwischen dem WT und Δerg-10a bzw. Δerg-10b. 
Größenbalken: Perithezien, 500 µm; Asci-Rosetten, 200 µm. 
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vorzufinden (Abb. 3.4.6A). Der Versuch, diese unzureichende Reifung innerhalb Asci durch ein 
Heterokaryon aus dem Helfer-Stamm und Δerg-10a bzw. Δerg-10b als weiblichen Kreuzungspartner 
zu retten, brachte zudem keinerlei Verbesserung (Abb. 3.4.6B). Entsprechend dieser Beobachtungen 
setzten sämtliche heterozygote Kreuzungen zwischen Δerg-10a und Δerg-10b deutlich weniger 
Ascosporen frei (Abb. 3.4.6C). Damit wird erkennbar, dass die Abwesenheit sowohl von erg-10a als 
auch erg-10b eine verminderte Fertilität zur Folge hat. 
Die im Verlauf dieser heterozygoten Kreuzungen gebildeten jungen Asci enthalten zwei Zellkerne, 
von denen jeder neben einem deletierten erg-10a- oder erg-10b-Locus auch die WT-Kopie des jeweils 
anderen Gens enthält. Da innerhalb dieser Zellen dennoch Defekte während der Reifung der 
Ascosporen auftreten, muss es in den sich entwickelnden Asci eine Phase geben, in der beide WT-
Gene zumindest zeitweise unwirksam sind. Während der Meiose, die unmittelbar auf die Karyogamie 
folgt, werden in N. crassa nicht gepaarte DNA-Abschnitte zwischen den homologen Chromosomen-
paaren beider Eltern vorübergehend durch einen Mechanismus namens MSUD (Meiotic silencing of 
unpaired DNA) inaktiviert (Shiu et al., 2001). Infolgedessen macht sich das Fehlen von Genprodukten, 
die im Verlauf der Meiose oder während der Entwicklung der Ascosporen benötigt werden, durch 
entsprechende Entwicklungsstörungen bemerkbar (Aramayo & Metzenberg, 1996b; Shiu & Metzen-
berg, 2002; Shiu et al., 2001). Diese durch MSUD hervorgerufenen Defekte wiederum werden durch 
Mutationen des Gens Sad-1, welches für eine RNA-abhängige RNA-Polymerase codiert, supprimiert 
(Shiu et al., 2001). Daher wurde überprüft, ob sich die eventuell durch MSUD verursachten Fertilitäts-
defekte der heterozygoten Kreuzungen zwischen Δerg-10a und Δerg-10b durch eine zusätzliche 
Deletion von Sad-1 kompensieren lassen. 
Heterozygote Kreuzungen zwischen dem WT und ΔSad-1, in denen die Mutante entweder als 
weiblicher oder männlicher Kreuzungspartner fungierte, waren uneingeschränkt fertil, wohingegen 
homozygote Ansätze im Einklang mit einer vorherigen Studie (Shiu et al., 2001) zu Sterilität führten 
(Abb. 7.4.4). Aus diesem Grund wurde in den Kreuzungen zwischen Δerg-10a und Δerg-10b die 
Deletion von Sad-1 in nur jeweils einen der beiden Kreuzungspartner integriert, wobei sich die 
folgenden Analysen dabei auf die männlichen Zellen beschränkten. Während heterozygote 
Kreuzungen zwischen beiden erg-Mutanten wie zuvor beschrieben (Abb. 3.4.6A) die Reifung der 
Nachkommen innerhalb der Asci sichtbar beeinträchtigten, wirkte die zusätzliche ΔSad-1-Mutation 
diesen Entwicklungsdefekten deutlich entgegen. Unabhängig davon, ob die Deletion des Gens im 
Δerg-10a- oder Δerg-10b-Hintergrund vorlag, wurde in den Asci eine Vielzahl schwarzer Ascosporen 
gebildet (Abb. 3.4.7). Dieses Ergebnis zeigt auf, dass die verminderte Fertilität der heterozygoten 
Kreuzungen zwischen beiden erg-Mutanten auf MSUD zurückzuführen ist. Da die Enzyme ERG-10a 
und ERG-10b dadurch nicht exprimiert werden können, kommt es in den Asci vermutlich zu einer 
vorübergehenden Unterbrechung der Ergosterol-Biosynthese, die dem Zustand der Doppelmutante 
Δerg-10a Δerg-10b entsprechen würde. 
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Abb. 3.4.7: Die Mutation ΔSad-1 supprimiert die verringerte Fertilität heterozygoter Kreuzungen 
zwischen Δerg-10a und Δerg-10b. 
Heterozygote Kreuzungen zwischen den Einzelmutanten Δerg-10a (N4-25 und N4-26) und Δerg-10b (N4-29 
und N4-30) bilden zwar mit dem WT vergleichbare Perithezien, enthalten jedoch unreife Asci-Rosetten mit nur 
wenigen schwarzen Ascosporen (vgl. Abb. 3.4.6). Das Vorhandensein der ΔSad-1-Mutation im männlichen 
Kreuzungspartner (MW_209 bzw. MW_212) supprimiert die gestörte Entwicklung innerhalb der Asci, infolge-
dessen normale Mengen an Ascosporen gebildet wird. Die Aufnahmen der Perithezien und Asci-Rosetten 
wurden 11 bis 13 d nach Befruchtung erstellt. Größenbalken: Perithezien, 500 µm; Asci-Rosetten, 200 µm. 
Stellt man die heterozygoten Kreuzungen zwischen den Einzelmutanten Δerg-10a und Δerg-10b 
derjenigen zwischen dem WT und Δerg-10a Δerg-10b gegenüber, fällt interessanterweise auf, dass die 
in beiden Fällen verminderten Mengen an Ascosporen zueinander ähnlich waren (Abb. 3.4.4C & 
Abb. 3.4.6C). In Anlehnung an die vorherigen Überlegungen können sich in einer Kreuzung zwischen 
dem WT und der Doppelmutante während der Meiose die WT-Loci des einen Elters nicht mit den 
entsprechenden Gendeletionen des anderen paaren. Daher wurde erwartet, dass zumindest ein Teil der 
Beeinträchtigungen in heterozygoten Kreuzungen zwischen Δerg-10a Δerg-10b und dem WT auch auf 
MSUD zurückzuführen ist und dadurch durch ΔSad-1 supprimiert werden kann. Entsprechend 
vorheriger Ergebnisse, die der Doppelmutante Fertilitätsdefekte nach Karyogamie zugeschrieben 
hatten (Abb. 3.4.4), konnte die Gegenwart des Helfer-Stamms nur die Morphologie der Perithezien 
und das Ausmaß der Asci-Rosetten wiederherstellen, nicht jedoch die unzureichende Reifung der 
Ascosporen innerhalb der Asci retten (Abb. 3.4.8A). Diese gestörte Entwicklung der Nachkommen 
ähnelte derjenigen, die in heterozygoten Kreuzungen zwischen den Einzelmutanten Δerg-10a und 
Δerg-10b beobachtet worden war (Abb. 3.4.6A). Wurde das Heterokaryon bestehend aus dem Helfer-
Stamm und Δerg-10a Δerg-10b mit Zellen einer ΔSad-1-Mutante anstelle derer des WT-Stamms 
befruchtet, so bildeten sich im Vergleich zur Kontrolle volle Asci-Rosetten mit einer Vielzahl an 
schwarzen Ascosporen (Abb. 3.4.8A). Die Deletion von Sad-1 allein hingegen hatte keinen Einfluss 
und konnte die schwache Fertilität der Doppelmutante nicht retten (Abb. 3.4.8B). Im Einklang damit 
wurde lediglich durch eine Kombination aus dem Helfer-Stamm und ΔSad-1 die Menge an freige-
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setzten Ascosporen vollständig kompensiert (Abb. 3.4.8C). Anhand dieser Ergebnisse wird geschluss-
folgert, dass nach der Karyogamie Entwicklungsprozesse in den Asci stattfinden, die sensitiv auf 
Veränderungen der Ergosterol-Biosynthese reagieren. 
 
Abb. 3.4.8: Die schwache Fertilität von Δerg-10a Δerg-10b wird durch einen kombinatorischen Ansatz aus 
dem Helfer-Stamm und der Suppressor-Mutation ΔSad-1 vollständig kompensiert. 
Da die Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b die Entwicklung der Fruchtkörper nach Karyogamie stark 
beeinträchtigt (vgl. Abb. 3.4.4), wurden analog zu Abb. 3.4.7 Kreuzungsansätze mit der ΔSad-1-Mutante 
vorgenommen. A: Im Gegensatz zur WT-Kontrolle (N1-01 x N1-02) wird das Heranreifen der Perithezien 
blockiert, wenn Δerg-10a Δerg-10b (N4-38) als weiblicher Kreuzungspartner agiert. Ein Heterokaryon aus dem 
Helfer-Stamm (N2-40) und der Doppelmutante (MW_126) rettet den Entwicklungsdefekt der Perithezien, jedoch 
enthalten diese vermindert entwickelte Asci-Rosetten. Wird im Ansatz mit dem Helfer-Stamm zusätzlich ΔSad-1 
(KO-0096) als männlicher Kreuzungspartner eingesetzt, werden WT-artige Asci-Rosetten ausgebildet. B: Die 
Deletion von Sad-1 hat keinen wesentlichen Einfluss auf die Entwicklung der Kontroll-Kreuzung. Wird 
Δerg-10a Δerg-10b nicht in einem Heterokaryon mit dem Helfer-Stamm als weiblicher Kreuzungspartner 
eingesetzt, so kann ΔSad-1 keinerlei Verbesserung der Fertilität bewirken. C: Nur in Kombination mit dem 
Helfer-Stamm und der Suppressor-Mutation ΔSad-1 bildet Δerg-10a Δerg-10b eine mit dem WT-Ansatz 
vergleichbare Menge an Ascosporen. Die Aufnahmen der Perithezien und Asci-Rosetten wurden 7 bis 8 d nach 
Befruchtung erstellt. Etwa einen Monat nach Befruchtung wurde die Gesamtmenge an freigesetzten Ascosporen 
pro Kreuzungsansatz in Wasser aufgenommen. Größenbalken: Perithezien, 500 µm; Asci-Rosetten, 200 µm.  
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3.5 Das sich in Δerg-2 akkumulierende Sterol-Intermediat beeinflusst die 
Membran-Fluidität 
Gegenstand der bisherigen Untersuchungen waren die Auswirkungen einer veränderten Ergosterol-
Biosynthese in N. crassa auf das kooperative Verhalten zwischen individuellen vegetativen Zellen 
(siehe Abschnitte 3.1 bis 3.3) sowie die Entwicklung innerhalb der hochdifferenzierten Fruchtkörper 
dieses Pilzes (siehe Abschnitt 3.4). Während die geschlechtliche Vermehrung wahrscheinlich eher in 
einer allgemeinen Art und Weise durch das Fehlen von Ergosterol beeinflusst wird, führt die 
Akkumulation von Sterolen mit definierten strukturellen Merkmalen zu einer spezifischen 
Beeinträchtigung der Zell-Zell-Kommunikation oder -Fusion zwischen Keimlingen. Im Speziellen 
stört in der Mutante Δerg-2 ein Sterol-Intermediat, das über eine konjugierte Doppelbindung in der 
Seitenkette verfügt, die gegenseitige Erkennung vegetativer Zellen während des gerichteten 
Wachstums. Da die in dieser Mutante betroffenen Signaltransduktionsprozesse gegenwärtig am besten 
beschrieben werden konnten, wurde im Folgenden untersucht, welchen Einfluss die veränderte Sterol-
Zusammensetzung von Δerg-2 auf die Eigenschaften der Membran ausüben könnte. 
 
3.5.1 Die Gesamtmenge an Sterolen wird durch Δerg-2 nicht signifikant 
beeinflusst 
Sterole werden im ER synthetisiert und zur Plasmamembran transportiert (van Meer et al., 2008; 
Zweytick et al., 2000). Die Syntheserate wird dabei unter anderem von der Menge des Endprodukts 
bestimmt und zudem auf Ebene der Genexpression über Rückkopplungsmechanismen reguliert 
(Hongay et al., 2002; Porter et al., 2010; Smith et al., 1996; Vik & Rine, 2001). Darüber hinaus übt 
die Doppelbindung an Position C22 in der Seitenkette von Ergosterol einen inhibierenden Einfluss auf 
dessen Biosynthese aus (Casey et al., 1991). 
Qualitative Untersuchungen zur Sterol-Zusammensetzung in N. crassa und S. cerevisiae haben 
Aufschluss darüber gegeben, welche Art von Intermediaten sich beim Fehlen von Genen der 
Ergosterol-Biosynthese anreichern (Aguilar et al., 2010; Weichert, 2011). Dabei akkumulieren die 
Mutanten Δerg-2 bzw. Δerg4 mit Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol eine direkte Vorstufe von 
Ergosterol, die über eine zusätzliche Doppelbindung in der Seitenkette verfügt (Abb. 1.4.1 & 
Abb. 1.4.2). Um zu testen, ob das Vorhandensein dieses strukturellen Merkmals die Sterol-
Biosynthese hemmen könnte, wurde eine quantitative Analyse der Gesamtmenge an Sterolen in 
Δerg-2 (N2-35) im Vergleich zu der im WT (N1-01) vorgenommen (Abb. 3.5.1). Zudem wurde die 
Sterol-Menge der Mutante Δerg-11 (N4-28), die hinsichtlich der Interaktionen zwischen Keimlingen 
keine Defekte aufweist (Abb. 3.1.2), bestimmt. 
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Nachdem die Stämme unter identischen Bedingungen in Flüssigkulturen angezogen worden waren, 
wurden zur Anfertigung der Sterol-Extrakte durchgehend gleiche Mengen an Biomasse und gleiche 
Volumina an Lösungsmitteln eingesetzt. Um die Sterol-Mengen quantitativ bestimmen zu können, 
wurde den Extrakten eine definierte Konzentration an Cholesterol als interner Standard zugefügt. 
 
Abb. 3.5.1: Die Deletion von erg-2 hat keinen signifikanten Einfluss auf die Gesamtmenge an Sterolen. 
A: Repräsentative Gas-Chromatogramme der quantitativen Bestimmung der Sterol-Menge. Cholesterol wurde 
den Proben als interner Standard zugesetzt. In allen Stämmen reichern sich ein oder zwei Hauptsterole sowie in 
geringen Mengen verschiedene Sterol-Intermediate an. Die einzelnen Sterol-Verbindungen sind Tab. 7.5.1 und 
Abb. 7.5.1 zu entnehmen. B: Strukturformeln der sich akkumulierenden Hauptsterole, die sich nur hinsichtlich 
der Seitenkette voneinander unterscheiden. Im WT reichert sich Ergosterol (b) an, in Δerg-2 hingegen Ergosta-
5,7,22,24(28)-tetraenol (c). Δerg-11 akkumuliert die Vorstufen Ergosta-5,7,24(28)-trienol (j) und Ergosta-5,7-
dienol (k), deren Signale sich im Gas-Chromatogramm überlagern. C: Die quantitative Analyse der Gesamt-
menge an Sterolen pro Biomasse bringt hervor, dass sich Kulturen des WT-Stamms (N1-01) sowie der Mutanten 
Δerg-2 (N2-35) und Δerg-11 (N4-28) diesbezüglich nicht signifikant (n.s.) voneinander unterscheiden. Fehler-
balken: SD von jeweils fünf bis sechs unabhängigen Experimenten. t-Test: p < 0,05. Quantitative Daten: 
siehe Tab. 7.5.1. 
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Dadurch konnte die Signalstärken der extrahierten Sterole in den Gas-Chromatogrammen zu 
derjenigen von Cholesterol in Relation gesetzt werden. Im Einklang mit vorherigen Arbeiten (Renaud 
et al., 1978; Weichert, 2011) bildete Ergosterol das Hauptsterol im WT und wurde zusätzlich von 
einer Reihe von Intermediaten begleitet, die hingegen in verhältnismäßig sehr geringen Mengen 
vorkamen. In ähnlicher Weise akkumulierten sich in den Ergosterol-defizienten Mutanten Δerg-2 und 
Δerg-11 die bereits bekannten Sterol-Intermediate als Hauptsterole. Die dabei auftretenden Vorstufen 
waren teilweise die gleichen Verbindungen wie im WT-Extrakt, jedoch wurden auch scheinbar 
Stamm-spezifische Sterol-Intermediate gebildet (Abb. 3.5.1A). Sowohl im WT als auch in den erg-
Mutanten entfielen jeweils mehr als 90 % der Sterole auf die jeweiligen Endprodukte (Tab. 7.5.1), die 
sich nur in der Struktur der Seitenkette voneinander unterschieden (Abb. 3.5.1B). Die Biomasse-
bezogene, summierte Menge der nachweisbaren Sterole in den WT-Extrakten betrug im Durchschnitt 
686,4 ± 144,3 µg/g und kam damit dem Wert einer vorherigen Studie sehr nah (Renaud et al., 1978). 
Die Extrakte der Mutante Δerg-2 enthielten mit 575,9 ± 125,0 µg/g genauso wie diejenigen von 
Δerg-11 mit 575,9 ± 125,0 µg/g eine sich vom WT nicht signifikant unterscheidende Menge an 
Sterolen (Abb. 3.5.1C). Diese Resultate legen nahe, dass die Deletion von erg-2 und damit die 
Akkumulation von Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol keinen wesentlichen Einfluss auf die Biosynthese-
rate von Sterolen ausübt. 
 
3.5.2 Erhöhte Temperaturen blockieren die Interaktionen zwischen 
Δerg-2-Keimlingen 
Die biophysikalischen Eigenschaften von eukaryotischen Membranen werden neben der komplexen 
Lipid-Zusammensetzung insbesondere von Sterolen bestimmt. Diese Lipide vermitteln Biomembranen 
nicht nur Festigkeit, sondern zugleich auch Flexibilität, wodurch die Lipiddoppelschicht sowohl als 
Barriere dient als auch die Funktion Membran-ständiger Proteine ermöglicht (Alberts et al., 2008; 
Nelson & Cox, 2013). Im Speziellen spielt die Struktur der Sterole eine entscheidende Rolle für die 
Membran-Eigenschaften (Dufourc, 2008). Es wurde zuvor vermutet, dass sich das in der Δerg4-
Mutante von Hefe akkumulierende Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol aufgrund seiner zusätzlichen 
Doppelbindung in der Seitenkette die Beweglichkeit von Lipiden und Proteinen in der Membran 
herabsetzen könnte (Aguilar et al., 2010). Da die Membran-Fluidität im Allgemeinen von der 
Umgebungstemperatur abhängig ist (Berg et al., 2002), wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob 
eine erhöhte Temperatur der möglicherweise verminderten lateralen Diffusion von Molekülen in der 
Membran von Δerg-2 und somit den Defekten der Mutante entgegenwirken könnte. 
Zu diesem Zweck wurden Keimlinge von N. crassa vergleichend bei 30 °C und 39 °C angezogen und 
hinsichtlich ihres Vermögens miteinander zu kommunizieren analysiert. Die Zellen des WT-Stamms 
(N1-01) richteten bei der erhöhten Temperatur in einer zu dem Kontrollansatz ununterscheidbaren Art 
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und Weise das Wachstum aufeinander aus und etablierten normale Zell-Zell-Kontakte. Während wie 
zuvor beschrieben ein Teil der Δerg-2-Keimlinge (N2-35) bei 30 °C miteinander interagierte, konnte 
bei 39 °C kein gerichtetes Wachstum mehr festgestellt werden (Abb. 3.5.2A). Diese Beobachtungen 
stehen im Einklang mit solchen, die in einer vorherigen Arbeit gemacht worden waren (Gottschalk, 
2013). Entgegen der Erwartung verschlechtert sich also das Verhalten der Keimlinge von Δerg-2, 
wenn die Zellen einer erhöhten Temperatur ausgesetzt sind, und nimmt ein Ausmaß an, welches dem 
fusionsinkompetenten Mutanten wie Δso, Δmak-1 oder Δham-7 nahe kommt (Abb. 7.2.11B). 
 
Abb. 3.5.2: Die Interaktionen zwischen Δerg-2-Keimlingen werden durch erhöhte Temperaturen 
reversibel blockiert. 
A: Interaktionen zwischen WT- (N1-01) sowie Δerg-2-Keimlingen (N2-35) wurden bei 30 °C und 39 °C 
untersucht (Pfeile). Während WT-Zellen bei 39 °C wie gewohnt miteinander in Kontakt treten, interagieren die 
Keimlinge der Mutante bei erhöhter Temperatur nicht mehr miteinander. B: Die Interaktionen zwischen 
Keimlingen des WT-Stamms (N1-01) und der Mutanten Δerg-2 (N2-35), Δerg-11 (N4-28), Δerg-2 Δerg-11 
(N4-36), Δerg-10a Δerg-10b (N4-38) und Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b (N4-40) wurde jeweils bei 30 °C und 
39 °C quantitativ analysiert. Lediglich die Stämme Δerg-2 und Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b weisen eine 
signifikante Abnahme des gerichteten Wachstums der Keimlinge auf. Die Sporen aller Stämme keimen bei 
erhöhter Temperatur genauso effizient aus wie bei 30 °C. C: Nach der Kultivierung für 4 h bei 39 °C wurde die 
Inkubation der Δerg-2-Keimlinge bei 30 °C fortgesetzt. Wenige Minuten nach dem Temperatur-Wechsel 
erlangen die Zellen ihre Fähigkeit zur Interaktion zurück (Pfeile). Rohdaten: siehe Tab. 7.5.2 & Tab. 7.5.3. 
Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 270 bis 550 Zellen. t-Test: ** p < 0,01; n.s.: nicht 
signifikant bei p < 0,05. Größenbalken: jeweils 10 µm. 
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Darauf aufbauend wurde im Folgenden getestet, ob das für Δerg-2 beobachtete Ausbleiben des 
gerichteten Wachstums bei 39 °C mit der Akkumulation von Sterolen, die zwei Doppelbindungen in 
der Seitenkette aufweisen, korreliert. Dazu wurden die Keimlinge weiterer erg-Mutanten, die ein WT- 
oder ein Δerg-2-ähnliches Verhalten bei 30 °C gezeigt hatten (siehe Abschnitt 3.1), ebenfalls bei der 
erhöhten Temperatur angezogen und quantitativ mit beiden Stämmen verglichen. Die Mutanten 
Δerg-11 (N4-28), Δerg-2 Δerg-11 (N4 36) sowie Δerg-10a Δerg-10b (N4-38) zeigten bei 30 °C 
entsprechend den vorherigen Analysen ein mit dem WT-Stamm vergleichbares Ausmaß gerichteten 
Wachstums, welches durch die Kultivierung der Zellen bei 39 °C nicht signifikant verändert wurde. 
Im Gegensatz dazu wurde für die Tripelmutante Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b (N4-40) eine der Δerg-2-
Mutante ähnliche Abnahme der Zell-Zell-Interaktionen festgestellt, wenn die Keimlinge bei der 
erhöhten Temperatur angezogen worden waren (Abb. 3.5.2B). Da sich die Sporenkeimung sämtlicher 
Stämme bei 39 °C nicht von der bei 30 °C unterschied, ist nicht davon auszugehen, dass die 
Temperaturerhöhung einen allgemeinen, unspezifischen Effekt auf die Interaktion der Keimlinge 
ausübte. Stattdessen blockierten erhöhte Temperaturen spezifisch die Zell-Zell-Interaktionen der erg-
Mutanten, die Sterole mit einer konjugierten Doppelbindung in der Seitenkette akkumulieren. 
Um besser verstehen zu können, in welcher Weise die Temperaturerhöhung die Interaktionen 
zwischen den Δerg-2-Zellen stört, wurden die Keimlinge der Mutante nach vierstündiger Inkubation 
bei 39 °C auf eine Temperatur von 30 °C gebracht. Bereits 5 bis 10 min nach dem Temperaturwechsel 
erlangten die Keimlinge ihre Fähigkeit zum gerichteten Wachstum zurück und bildeten erste Zell-Zell-
Kontakte aus. Nach weiteren 20 bis 25 min war das Ausmaß des gerichteten Wachstums, welches die 
Zellen von Δerg-2 bei 30 °C erreichen können, wiederhergestellt. Zudem wickelten sich die 
Keimschläuche der Mutante nach Berührung in ihrer typischen Eigenart umeinander (Abb. 3.5.2C). 
Diesen Beobachtungen zufolge werden die Zell-Zell-Interaktionen zwischen Δerg-2-Keimlingen auf 
eine schnelle, reversible Art und Weise durch erhöhte Temperaturen blockiert. Da die Sterol-
Biosynthese durch die Kultivierung bei 39 °C weder in WT- noch in Δerg-2-Kulturen beeinflusst 
wurde (Abb. 7.5.2), wird vermutet, dass erhöhte Temperaturen spezifisch solche Membran-
Eigenschaften beeinflussen, die durch die veränderte Sterol-Zusammensetzung der Mutante gestört 
werden. 
Vorherige Untersuchungen hatten ergeben, dass niedrigere Temperaturen keine Verbesserung des 
Verhaltens der Δerg-2-Keimlinge bewirken und sich deren Keimschläuche genauso wie bei 30 °C 
weiterhin umeinander drehen (Gottschalk, 2013). In derselben Arbeit wurde darüber hinaus der Effekt 
der Verbindung DMSO, welche die Permeabilität und Fluidität von Membranen erhöht (Gurtovenko 
& Anwar, 2007), auf den WT und Δerg-2 getestet. In Übereinstimmung mit den dort erzielten 
Beobachtungen waren die Zellpaare der Mutante in Gegenwart der Chemikalie auf den ersten Blick 
vermehrt dazu in der Lage, das gerichtete Wachstum nach Berührung einzustellen und sich nicht 
umeinander zu wickeln (Abb. 7.5.3A). Jedoch wurde bei genauerer Betrachtung festgestellt, dass 
ERGEBNISSE - Abschnitt 3.5 
174 
 
Δerg-2 trotz der Behandlung mit DMSO geschwollene und verdrehte Zell-Zell-Kontakte ausbildete 
(Abb. 7.5.3B). Zudem störte DMSO die Keimung der Sporen in einer allgemeinen Art und Weise 
(Abb. 7.5.3C), sodass davon ausgegangen werden muss, dass diese Substanz die Defekte von Δerg-2-
Keimlingen nur vorübergehend verzögert und daher nicht spezifisch kompensieren kann. 
 
3.5.3 Der Ergosterol-Biosynthese-Inhibitor Fluconazol beeinträchtigt das 
vegetative Wachstum von N. crassa 
Anhand der bisher erzielten Ergebnisse wäre es vorstellbar, dass die Akkumulation von Ergosta-
5,7,22,24(28)-tetraenol in Δerg-2-Keimlingen entgegen der vorherigen Annahme die Fluidität der 
Plasmamembran nicht mindert, sondern im Vergleich zu Ergosterol erhöht. Die Temperaturerhöhung 
(Abb. 3.5.2) könnte daher in der Mutante ein übersteigertes Fließvermögen der Membran hervorrufen, 
welches Signalprozesse während der Zell-Zell-Interaktionen nicht mehr effizient unterstützt. Zur 
Überprüfung dieser Hypothese wurden experimentelle Bedingungen gesucht, mit denen die Membran-
Fluidität auf Ebene der Sterole manipuliert werden kann. Aufgrund seines verbreiteten Vorkommens 
in der Plasmamembran von Pilzen ist Ergosterol ein direktes oder indirektes Angriffsziel von 
Fungiziden, darunter mehreren Azol-Verbindungen (z.B. Fluconazol), die spezifisch die C14-Sterol-
Demethylase (Abb. 1.4.1B) inhibieren (Lupetti et al., 2002). In Folge der Inhibierung der Ergosterol-
Biosynthese durch Fluconazol (FLZ) reichern sich toxische Sterol-Intermediate an, welche die 
Fluidität der Membran erhöhen (Abe et al., 2009; Sgherri et al., 2014). 
Zunächst wurde die Wirkung von FLZ auf das Wachstum von N. crassa getestet. Dazu wurden der 
WT (N1-01) und Δerg-2 (N2-35) auf MM-Schrägagarröhrchen angezogen, denen bis zu 20 µg/mL des 
Inhibitors zugesetzt worden waren. Während die Gegenwart von FLZ das Ausmaß der WT-Kulturen 
nur geringfügig beeinflusste, wies die Mutante bereits bei einer Konzentration von 5 bis 10 µg/mL der 
Substanz deutliche Einschränkungen auf. Eine Konzentration von 20 µg/mL des Inhibitors ließ das 
Wachstum von Δerg-2 nicht mehr zu (Abb. 3.5.3A). Demnach ist die Mutante sensitiver gegenüber 
FLZ als der WT. Um zu untersuchen, welchen Einfluss diese Azol-Verbindung auf die Sterol-
Biosynthese in N. crassa ausübt, wurden Sterol-Extrakte aus Flüssigkulturen, die mit FLZ versetzt 
worden waren, angefertigt und mittels UV-VIS-Spektroskopie analysiert. Entsprechend der Wirkung 
des Inhibitors nahm in den WT-Kulturen die Absorption der Ergosterol-Kurve mit steigender 
Konzentration stufenweise ab. In ähnlicher Weise minderte die Gegenwart von FLZ sukzessiv die 
Synthese von Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol in der Δerg-2-Mutante (Abb. 3.5.3B). Eine detailliertere, 
qualitative Analyse der Sterol-Extrakte brachte hervor, dass es in beiden Stämmen zu einer 
Verschiebung innerhalb des Spektrums an Sterol-Verbindungen kam. Mittels GC-MS-Analyse konnte 
in den mit FLZ behandelten WT- und Δerg-2-Kulturen die Anreichung der gleichen Sterol-
Intermediate nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich mit Lanosterol oder Obtusifoliol (an dieser 
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Stelle ist unklar, welche der beiden Verbindungen es ist) sowie Eburicol um Zwischenstufen, die in 
erster Linie über zusätzliche Methylgruppen im Sterol-Ringsystem verfügen (Abb. 3.5.4). 
Insbesondere der CH3-Rest an Position C14 gibt Aufschluss darüber, dass FLZ wie erwartet die in 
N. crassa ebenfalls konservierte C14-Sterol-Demethylase (ERG-8) inhibiert (Abb. 1.4.1). Da sich 
sowohl im WT als auch in Δerg-2 mit Eburicol ein Sterol-Intermediat anreicherte, welches eine 
Doppelbindung an Position C24(28) aufweist, ist zudem davon auszugehen, dass diese Zwischenstufe 
vom Enzym ERG-2 nicht reduziert werden kann. Zusammengenommen führt die Behandlung von 
N. crassa mit FLZ zu einer Inhibierung der Sterol-Biosynthese, infolgedessen sich Sterol-Intermediate 
mit vermutlich ungünstigen Auswirkungen auf Membran-Eigenschaften wie die Fluidität akkumu-
lieren. 
 
Abb. 3.5.3: Der Ergosterol-Biosynthese-Inhibitor Fluconazol verringert die Menge der Hauptsterole in 
WT- und Δerg-2-Kulturen. 
A: Kulturen des WT-Stamms (N1-01) und der Δerg-2-Mutante (N2-35) wurden mit Fluconazol (FLZ), einem 
Inhibitor der Ergosterol-Biosynthese, behandelt. Während FLZ das allgemeine vegetative Wachstum des WT-
Stamms kaum einschränkt, weist die Mutante in Gegenwart des Inhibitors deutliche Defekte auf. B: Die Sterol-
Profile von WT- und Δerg-2-Kulturen, die FLZ ausgesetzt worden waren, wurden mittels UV-VIS-
Spektroskopie aufgenommen. Mit steigender Konzentration des Inhibitors nimmt die relative Menge von 
Ergosterol im WT bzw. von Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol in Δerg-2 zunehmend ab (vgl. Abb. 7.2.3B für 
Sterol-Profile). 
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Abb. 3.5.4: In Gegenwart von Fluconazol häufen sich im WT und in Δerg-2 die gleichen toxischen Sterol-
Intermediate an. 
Die Sterol-Zusammensetzung von WT- (N1-01) und Δerg-2-Kulturen (N2-35), die dem Ergosterol-Biosynthese-
Inhibitor Fluconazol (FLZ) ausgesetzt worden waren, wurde qualitativ mittels GC-MS-Analyse untersucht. In 
Abwesenheit von FLZ reichert der WT wie erwartet Ergosterol (b) bzw. die Mutante das Intermediat Ergosta-
5,7,22,24(28)-tetraenol (c) an (vgl. Abb. 3.5.1). In Gegenwart von Konzentrationen des Inhibitors, die das 
vegetative Wachstum der Stämme nur mäßig einschränken (vgl. Abb. 3.5.3A), häufen sich Sterol-Verbindungen 
an, die in den Kontrollen nicht nachweisbar sind. Dabei handelt es sich um die Intermediate Lanosterol oder 
Obtusifoliol (l) sowie Eburicol (m). Massenspektren: siehe Abb. 7.5.1. 
Da die bisherigen Untersuchungen eine erhöhte Sensitivität von Δerg-2 gegenüber FLZ ergaben, 
wurde untersucht, inwiefern weitere Ergosterol-defiziente Mutanten von der Gegenwart des Inhibitors 
betroffen sein könnten. Dazu wurden Sporen des WT-Stamms und verschiedener erg-Mutanten auf 
Sorbose-reichem Medium in seriellen Verdünnungen aufgetragen und für zwei bis drei Tage bei 30 °C 
inkubiert, bis sich sichtbare Kolonien gebildet hatten. Unter diesen Bedingungen war Δerg-2 
wiederum sensitiver gegenüber FLZ als der WT. Jedoch zeigten die Mutanten Δerg-11 (N4-28) und 
Δerg-2 Δerg-11 (N4-36) ein vergleichbar eingeschränktes Wachstum. Eine noch größere Sensitivität 
gegenüber dem Sterol-Biosynthese-Inhibitor wurde zudem für Δerg-10a Δerg-10b (N4-38) und 
Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b (N4-40) festgestellt (Abb. 3.5.5). Demzufolge besteht kein erkennbarer 
Zusammenhang zwischen der Struktur der von den erg-Mutanten gebildeten Hauptsterole und ihrer 
Sensitivität gegenüber FLZ. 
Da sowohl eine Temperaturerhöhung als auch die Behandlung mit FLZ die Membran-Fluidität 
erhöhen (Abe et al., 2009; Berg et al., 2002; Sgherri et al., 2014), wurde untersucht, inwiefern sich 
diese beiden Faktoren gegenseitig beeinflussen. Wurden die Stämme auf dem Sorbose-reichem 
Medium bei 39 °C kultiviert, so reichte interessanterweise eine etwa vier- bis fünfmal geringere 
Konzentration des Inhibitors aus, um eine mit den Ansätzen bei 30 °C vergleichbare Einschränkung 
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des Wachstums hervorzurufen. Diese Ergebnisse legen einen additiven Effekt aus der Wirkung von 
FLZ und erhöhten Temperaturen nahe (Abb. 3.5.5).  
 
Abb. 3.5.5: Das vegetative Wachstum der erg-Mutanten von N. crassa ist sensitiv gegenüber Fluconazol. 
Die Sensitivität des WT-Stamms (N1-01) und der Mutanten Δerg-2 (N2-35), Δerg-11 (N4-28), Δerg-2 Δerg-11 
(N4-36), Δerg-10a Δerg-10b (N4-38) und Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b (N4-40) gegenüber Fluconazol (FLZ) 
wurde auf Sorbose-reichem Medium analysiert. Pro Stamm wurden Verdünnungsreihen von jeweils 105 bis 101 
Sporen eingesetzt und 3 d bei 30 °C bzw. 39 °C inkubiert. Mit zunehmender Konzentration von FLZ nimmt das 
Wachstum der Stämme ab, wobei sämtliche erg-Mutanten sensitiver gegenüber dem Inhibitor sind als der WT. 
Die Sensitivität gegenüber FLZ wird durch eine erhöhte Temperatur deutlich gesteigert. 
Um zu verstehen, welche Auswirkungen dieser kombinatorische Ansatz auf zellulärer Ebene hat, 
wurden WT-Keimlinge sowohl bei 30 °C als auch bei 39 °C in Gegenwart steigender Konzentrationen 
des Inhibitors angezogen. Während FLZ bei 30 °C das Wachstum der Zellen lediglich verzögerte, 
wurden bei der erhöhten Temperatur in zunehmender Art und Weise stark lysierte und sogar 
abgestorbene Keimlinge beobachtet (Abb. 7.5.4). Demnach entfaltet dieses Fungistatikum durch eine 
Erhöhung der Umgebungstemperatur eine fungizide Wirkung in N. crassa. 
 
3.5.4 Fluconazol mindert die Zell-Zell-Kommunikation von Keimlingen 
und verursacht ein Δerg-2-ähnliches Verhalten von WT-Zellen 
Die vorherigen Beobachtungen lassen indirekt vermuten, dass das in Δerg-2 angereicherte Sterol-
Intermediat die Membran-Fluidität erhöht und dadurch die vegetative Zell-Zell-Kommunikation 
beeinträchtigt (Abb. 3.5.2). Da sich in Folge der Behandlung mit FLZ Sterole akkumulieren, die 
vermutlich ebenfalls das Fließvermögen der Membran steigern (Abb. 3.5.4), wurde untersucht, auf 
welche Weise dies das Verhalten von miteinander interagierenden Keimlingen beeinflussen würde. 
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Insbesondere wurde getestet, ob die durch den Sterol-Biosynthese-Inhibitor künstlich herbeigeführte, 
erhöhte Fluidität der Membran zu einem Δerg-2-ähnlichen Verhalten der WT-Zellen führen könnte. 
Zu diesem Zweck wurden sowohl die MM-Schrägagarröhrchen, auf denen die Vorkulturen des WT-
Stamms (N1-01) bzw. der Δerg-2-Mutante (N2-35) angezogen worden waren (Abb. 3.5.3A), als auch 
die MM-Platten zur Untersuchung der Keimlinge (die Hauptkulturen) mit gleichen Konzentrationen 
an FLZ versetzt. Sämtliche Kulturen der folgenden Analysen wurden wie gewohnt bei 30 °C inkubiert. 
Die mit FLZ behandelten WT-Sporen bildeten im Vergleich zum Ansatz ohne den Inhibitor in 
ähnlicher Weise Keimschläuche aus, die miteinander interagierten. Im Gegensatz dazu reichte mit 
10 µg/mL eine relativ niedrige Konzentration an FLZ aus, um die Sporenkeimung und damit auch die 
Zell-Zell-Interaktionen von Δerg-2 empfindlich zu stören (Abb. 3.5.6A). Nicht nur für die Keimlinge 
der Mutante, sondern auch für die WT-Zellen nahm das Ausmaß des gerichteten Wachstums mit einer 
steigenden Menge des Inhibitors sukzessiv ab. Im Bereich von 20 bis 40 µg/mL an FLZ interagierte 
nur noch etwa die Hälfte der WT-Keimlinge miteinander (Abb. 3.5.6B). Diese Beobachtungen 
verdeutlichen, dass die durch FLZ verursachte Inhibierung der Sterol-Biosynthese in N. crassa die 
Interaktionen zwischen vegetativen Zellen beeinträchtigt. Im Verlauf dieser Analysen wurde darüber 
hinaus erkannt, dass nur die dauerhafte Behandlung mit dem Inhibitor eine Störung der Zell-Zell-
Interaktionen hervorrief. Sobald FLZ entweder nur zu den Vor- oder den Hauptkulturen gegeben 
worden war, konnte weder beim WT noch bei Δerg-2 ein Effekt auf Ebene der Keimlings-
interaktionen festgestellt werden (Abb. 7.5.5). Demnach kann sich N. crassa von den Folgen einer 
FLZ-Behandlung erholen bzw. verfügt über Ressourcen, die den Kulturen eine vorübergehende 
Persistenz gegenüber diesem Inhibitor verleihen. 
Das gerichtete Wachstum zwischen den Keimlingen weiterer erg-Mutanten nahm in Gegenwart von 
FLZ ebenfalls in einer dosisabhängigen Art und Weise ab. Dabei genügten bereits 5 µg/mL des 
Inhibitors, um die Zahl der Interaktionen in den Stämmen Δerg-11 (N4-28) und Δerg-2 Δerg-11 
(N4-36) um die Hälfte zu reduzieren, während dies für die Zellen von Δerg-10a Δerg-10b (N4-38) 
bereits bei 2 µg/mL der Fall war (Abb. 3.5.7). Im Einklang mit der hohen Sensitivität auf Sorbose-
reichem Medium (Abb. 3.5.5) wiesen die Keimlinge der Tripelmutante Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b 
(N4-40) bei 2 µg/mL an FLZ von allen untersuchten Stämmen die stärkste Beeinträchtigung des 
gerichteten Wachstums auf, während die Keimung der Sporen jedoch nur unwesentlich betroffen war 
(Abb. 3.5.7). Diese und die vorherigen Ergebnisse verdeutlichen, dass moderate Konzentrationen des 
Sterol-Biosynthese-Inhibitors FLZ einen spezifischen Einfluss auf den Prozess der vegetativen Zell-
Zell-Interaktionen ausüben. 
 
 
 
ERGEBNISSE - Abschnitt 3.5 
179 
 
 
Abb. 3.5.6: Die stete Behandlung mit Fluconazol mindert die Zell-Zell-Kommunikation von WT- und 
Δerg-2-Keimlingen. 
WT (N1-01) und Δerg-2 (N2-35) wurden zunächst als Vorkulturen in Gegenwart von Fluconazol (FLZ) 
angezogen (vgl. Abb. 3.5.3A). Für die Hauptkulturen wurden Sporen dieser Stämme anschließend auf MM-
Platten mit der entsprechend gleichen Konzentration des Inhibitors gegeben und wie gewohnt kultiviert. A: Mit 
steigender Konzentration an FLZ nehmen die Interaktionen zwischen Keimlingen (Pfeile) zunehmend ab. 
Δerg-2-Zellen sind wiederum sensitiver gegenüber dem Inhibitor als der WT. B: Quantifizierung des gerichteten 
Wachstums in Gegenwart von FLZ. Die Interaktionen zwischen WT- und Δerg-2-Keimlingen nehmen in einer 
dosisabhängigen Weise ab. Anmerkung: Wenn Fluconazol entweder nur in der Vor- oder der Hauptkultur 
eingesetzt worden war, konnte keine Abnahme des gerichteten Wachstums beobachtet werden (vgl. Abb. 7.5.5). 
Rohdaten: siehe Tab. 7.5.5. Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 60 bis 130 Zellen. 
Größenbalken: 10 µm. 
Um zu überprüfen, ob FLZ in den WT-Keimlingen noch weitere für die Δerg-2-Mutante typische 
Defekte hervorruft, wurde die Art der Zell-Zell-Kontakte (siehe Abschnitt 3.2) in Gegenwart des 
Inhibitors bewertet. Tatsächlich konnten bei einer hohen Konzentration an FLZ ansatzweise Δerg-2-
ähnliche Berührungsstellen zwischen den WT-Zellen festgestellt werden. Infolgedessen setzten die 
WT-Keimlinge das gerichtete Wachstum nach Zell-Zell-Kontakt in einem begrenzten Ausmaß fort 
und nahmen ein Verhalten an, das auf Medium ohne den Inhibitor nie beobachtet worden war. 
Während sich im Vergleich zur Kontrolle der Anteil an geschwollenen Zell-Zell-Kontakten von etwa 
5 % auf bis zu 30 % erhöhte, zeigten in einem Bereich von 10 bis 40 µg/mL an FLZ ungefähr 15 % 
der WT-Zellpaare einen Δerg-2-ähnlichen Phänotyp (Abb. 3.5.8A). Dieses ungewöhnliche Verhalten 
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der WT-Keimlinge ließ sich unter den getesteten Bedingungen nicht weiter steigern, da vermutlich 
Sekundäreffekte des Inhibitors mit zunehmender Dauer der Kultivierung das Wachstum der Zellen 
limitierten (Abb. 7.5.4). 
 
Abb. 3.5.7: Fluconazol mindert das gerichtete Wachstum zwischen den Keimlingen aller erg-Mutanten. 
Die Gegenwart von Fluconazol (FLZ) sowohl in den Vor- als auch in den Hauptkulturen der Stämme Δerg-11 
(N4-28), Δerg-2 Δerg-11 (N4-36), Δerg-10a Δerg-10b (N4-38) und Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b (N4-40) 
reduziert das gerichtete Wachstum zwischen den Keimlingen (Pfeile) dieser Mutanten. Rohdaten: siehe 
Tab. 7.5.5. Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 50 Zellpaaren bzw. 70 bis 120 Zellen. 
Größenbalken: 10 µm. 
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Abb. 3.5.8: WT-Keimlinge weisen in Gegenwart von Fluconazol Δerg-2-ähnliche Zell-Zell-Kontakte auf. 
Sporen der Stämme WT (N1-01), Δerg-11 (N4-28), Δerg-2 Δerg-11 (N4-36) und Δerg-10a Δerg-10b (N4-38) 
wurden in Vorkulturen auf Medium mit Fluconazol (FLZ) angezogen und auf MM-Platten mit der gleichen 
Konzentration des Inhibitors inkubiert. Die Keimlingspaare wurden anhand ihres Verhaltens nach Zell-Zell-
Kontakte bewertet. A: Mit steigender Konzentration von FLZ nehmen in WT-Paaren die normalen 
Berührungsstellen (Pfeile) ab und solche mit geschwollenem Phänotyp (Pfeilköpfe) zu. Zum Teil wachsen die 
Keimschläuche sogar in einer Δerg-2-ähnlichen Weise weiter, nachdem sie sich berührt haben (Sternchen). 
B: Auch die Keimlingspaare der erg-Mutanten, die sich in Abwesenheit von FLZ ähnlich wie die des WT-
Stamms verhalten (Pfeile), nehmen durch Behandlung mit dem Inhibitor ein Δerg-2-artiges Verhalten an 
(Sternchen). Rohdaten: siehe Tab. 7.5.8. Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 50 bis 80 
Zellpaaren. Größenbalken: 10 µm. 
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Basierend auf diesen Beobachtungen wurde vermutet, dass die Keimlinge der erg-Mutanten, die WT-
artige Zell-Zell-Kontakte ausbilden (Abb. 3.1.2B), in Gegenwart von FLZ ebenfalls ein Δerg-2-
ähnliches Verhalten annehmen würden. Entsprechend dieser Überlegung wurde eine Konzentrations-
abhängige Zunahme von geschwollenen und verdrehten Berührungsstellen zwischen den Zellpaaren 
der Stämme Δerg-11, Δerg-2 Δerg-11 sowie Δerg-10a Δerg-10b festgestellt. Noch deutlicher als beim 
WT setzten die Keimlinge dieser Mutanten durch die Behandlung mit FLZ das gerichtete Wachstum 
nach Berührung fort, sodass zwischen 20 und 30 % der Zellpaare Δerg-2-ähnliche Umwicklungen der 
Keimschläuche ausbildeten (Abb. 3.5.8B). Für diese erg-Mutanten waren dabei wie zuvor beobachtet 
(Abb. 3.5.6 & Abb. 3.5.7) vergleichsweise geringe Konzentrationen des Inhibitors nötig, um einen 
ähnlichen Effekt wie in den Zellen des WT-Stamms hervorrufen zu können. 
Zusammengefasst provoziert die Wirkung des Sterol-Biosynthese-Inhibitors FLZ sowohl im WT als 
auch in den erg-Mutanten, deren Keimlinge einen WT-artigen Phänotyp aufweisen, ein Verhalten, 
welches dem der Δerg-2-Mutante ähnelt. Daher ist es denkbar, dass Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol 
und die Sterol-Intermediate, die sich nach Behandlung mit FLZ anreichern, während der vegetativen 
Zell-Zell-Interaktionen einen ähnlichen Einfluss auf die Fluidität der Membran und den davon 
betroffenen Signaltransduktionsprozessen ausüben. 
 
3.5.5 Die Gegenwart von Fluconazol stört die subzelluläre Lokalisierung 
von SO und MAK-2 in WT-Keimlingen 
Da WT-Keimlinge, die FLZ ausgesetzt werden, das Verhalten von Δerg-2 imitieren (Abb. 3.5.6A & 
Abb. 3.5.8A), wurde untersucht, inwiefern sich die Behandlung mit diesem Inhibitor auf die 
subzelluläre Lokalisierung der an den Zell-Zell-Interaktionen beteiligten Signalproteine auswirken 
würde. Wie in Abschnitt 3.2.4 dargestellt, beeinträchtigt die Deletion von erg-2 spezifisch die 
Rekrutierung und Lokalisierung des Proteins SO, während die MAP-Kinase MAK-2 in der Mutante 
vergleichsweise wenig betroffen ist. Daher wurde vermutet, dass die durch FLZ bewirkte Veränderung 
der Sterol-Zusammensetzung zu einer ähnlichen Beeinträchtigung von SO im WT führen könnte. 
Zu diesem Zweck wurden WT-Keimlinge, die SO-GFP exprimieren (N1-22), dem Sterol-Biosynthese-
Inhibitor ausgesetzt. Bei einer Konzentration von 10 µg/mL an FLZ bildete dieser Stamm zahlreiche 
Δerg-2-ähnliche Zell-Zell-Kontakte aus, jedoch traten ebenso normale Berührungsstellen zwischen 
den Zellen auf. Aus diesem Grund wurde die Rekrutierung bzw. Lokalisierung von SO-GFP in 
Abhängigkeit von der Art der Zell-Zell-Kontakte bewertet. Wurden trotz der Gegenwart des Inhibitors 
WT-artige Kontaktstellen ausgebildet, so wurde das Protein in einer zur Kontrolle ununterscheidbaren 
Art und Weise an den Fusionspunkt beider Zellen rekrutiert. Im Gegensatz dazu fiel die Rekrutierung 
von SO-GFP relativ schwach aus, wenn die Keimlinge geschwollene oder verdrehte Zell-Zell-
Kontakte aufwiesen. Interessanterweise rief die Behandlung mit FLZ in 65 bzw. 95 % dieser Zellpaare 
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eine mit der Δerg-2-Mutante vergleichbare, punktuelle Fehllokalisierung des Proteins entlang der 
Plasmamembran hervor (Abb. 3.5.9A). Diese Beobachtungen verdeutlichen, dass die durch FLZ bzw. 
die Δerg-2-Mutation verursachte Akkumulation von Sterol-Intermediaten, welche vermutlich die 
Membran-Fluidität erhöhen, jeweils die subzelluläre Lokalisierung des Signalproteins SO stört. 
 
Abb. 3.5.9: Fluconazol beeinträchtigt die subzelluläre Lokalisierung der Signalproteine SO und MAK-2. 
Stämme, die im WT-Hintergrund SO-GFP (N1-22) bzw. MAK-2-GFP (N1-41) exprimieren, wurden als 
Vorkulturen auf Medium mit Fluconazol (FLZ) angezogen und deren Sporen anschließend auf MM-Platten mit 
der gleichen Konzentration des Inhibitors (10 µg/mL) gebracht. Die subzelluläre Lokalisierung beider Proteine 
wurde in Abhängigkeit vom Phänotyp der Zell-Zell-Kontakte analysiert. A: Unabhängig von FLZ fokussiert 
SO-GFP in Keimlingspaaren mit normalen Berührungsstellen am Fusionspunkt (Pfeile). In Zellen mit verdickten 
oder verdrehten Kontaktstellen, die durch den Inhibitor hervorgerufen werden, fehllokalisiert das Protein ähnlich 
wie in Δerg-2 (vgl. Abb. 3.2.5D & E) in punktuellen Signalen entlang der Plasmamembran (Sternchen). B: Im 
Vergleich zur fokussierten Lokalisierung von MAK-2-GFP bei normalem Zell-Zell-Kontakt (Pfeil) kommt es in 
Zellpaaren mit geschwollenen Berührungsstellen zur Fehllokalisierung des Proteins (Pfeilkopf), welche 
derjenigen in Δerg-2-Keimlingen ähnelt (vgl. Abb. 3.2.4C). In mit FLZ behandelten Zellpaaren, deren Keim-
schläuche nach Kontakt weiterwachsen und sich umeinander wickeln, wird die MAP-Kinase oftmals nur 
schwach rekrutiert (Sternchen). Rohdaten: siehe Tab. 7.5.9. Pro Rekrutierungs- bzw. Lokalisierungsklasse 
wurden etwa 20 bis 130 individuelle Zellpaare betrachtet. Größenbalken: 10 µm. 
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Um zu testen, ob die Behandlung mit FLZ genauso wie die Deletion von erg-2 spezifisch nur die 
Rekrutierung von SO beeinflusst, wurden MAK-2-GFP-exprimierende WT-Keimlinge (N1-41) unter 
den gleichen Bedingungen analysiert. Unabhängig davon, ob der Inhibitor zugegen war oder nicht, 
fokussierte die MAP-Kinase in den sich wie der WT verhaltenden Keimlingspaaren erwartungsgemäß 
an der Berührungsstelle beider Zellen. Solche Zellpaare, die durch die Gegenwart von FLZ verdickte 
Berührungsstellen ausbildeten, wiesen eine mit der Δerg-2-Mutante vergleichbare Fehllokalisierung 
von MAK-2-GFP abseits der Berührungsfläche auf. In etwa der Hälfte der Zellpaare, deren Keim-
schläuche nach Kontakt das gerichtete Wachstum deutlich fortgesetzt hatten, konzentrierte sich das 
Protein zudem in einer Δerg-2-ähnlichen Art und Weise entlang der Berührungsstelle (Abb. 3.5.9B). 
Allerdings konnte in genauso vielen dieser mit FLZ behandelten Keimlingspaare keine sichtbare 
Rekrutierung von MAK-2-GFP festgestellt werden, was hingegen für Δerg-2-Keimlinge zuvor nie 
beobachtet worden war (Abb. 3.2.4C). Da jedoch in keinem Fall eine mit dem Protein SO vergleich-
bare punktuelle Fehllokalisierung der MAP-Kinase entlang der Membran auftrat, ist davon 
auszugehen, dass die Wirkung des Sterol-Biosynthese-Inhibitors in erster Linie die mit SO 
assoziierten Signalprozesse während der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen beeinträchtigt. Darüber 
hinaus werden durch die sich akkumulierenden toxischen Sterol-Intermediate wahrscheinlich weitere 
an der Plasmamembran erfolgende Prozesse gestört. 
Bei den Untersuchungen zur Lokalisierung von SO-GFP wurde festgestellt, dass das Protein in 
Gegenwart relativ hoher Konzentrationen an FLZ überraschenderweise an die Zellperipherie von 
isolierten, nicht miteinander interagierenden Keimlingen rekrutiert wurde (Abb. 7.5.6). Dabei handelte 
es sich um punktförmige, zufällig verteilte Signale, die im Gegensatz zu der schwachen Rekrutierung 
von SO-GFP in den Δerg-2-ähnlichen WT-Zellpaaren (Abb. 3.5.9A) bzw. in den Δerg-2-Keimlingen 
selbst (Abb. 3.2.5B) eine zum Teil deutlich gesteigerte Intensität aufwiesen. Da im Focus gegen-
wärtiger Studien ein möglicher Zusammenhang zwischen der Rekrutierung von SO und der 
Verfügbarkeit von Calcium-Ionen steht (Schumann et al., unveröffentlichte Daten), wurde untersucht, 
inwiefern die hier durch FLZ verursachte Lokalisierung des Proteins von Ca2+ abhängig ist. Auf 
Calcium-freien MM-Agarplatten wurde eine nur etwa halb so hohe Menge des Inhibitors benötigt, um 
eine vergleichbare Anzahl und Intensität der SO-GFP-Aggregate zu erhalten. Zudem traten in 
Gegenwart relativ hoher Konzentrationen an FLZ verstärkt vakoulisierte Zellen auf, wenn kein Ca2+ 
zugegen war (Abb. 7.5.6). Entsprechend dieser Beobachtung entfaltete das Fungistatikum in 
Abwesenheit von Calcium eine fungizide Wirkung auf WT-Keimlinge von N. crassa (Abb. 7.5.7). 
Zusammen mit den Ergebnissen hinsichtlich der Beeinträchtigung von SO in Δerg-2-Keimlingen 
(siehe Abschnitt 3.3) verdeutlichen diese Beobachtungen, dass dieses Protein Sterol-abhängige 
Funktionen ausübt. Da sowohl das Sterol-bindende Fungizid Nystatin als auch der Sterol-Biosynthese-
Inhibitor FLZ zu einer Erhöhung der Membran-Permeabilität führen (Abe & Hiraki, 2009; Bolard, 
ERGEBNISSE - Abschnitt 3.5 
185 
 
1986) und SO in beiden Fällen an die Zellperipherie rekrutiert wird (Abb. 3.2.27B & Abb. 7.5.6), 
könnte das Protein an einem Mechanismus zur Behebung von Membran-Schäden beteiligt sein. 
 
3.5.6 Die Deletion von Genen der Sphingolipid-Biosynthese hat keinen 
Einfluss auf die vegetative Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion 
Die für den Aufbau eukaryotischer Membranen benötigten Lipide interagieren auf verschiedenste Art 
und Weise miteinander. In Pilzen kommt es zum einen zu einer wechselseitigen Regulation der 
Biosynthese von Ergosterol und der der Sphingolipide (Veen & Lang, 2005). Zum anderen bilden 
Sterole zusammen mit diesen gesättigten Lipiden geordnete Membrandomänen aus, die unter anderem 
an Signaltransduktionsprozessen beteiligt sind (Alvarez et al., 2007). Aufgrund der komplexen 
Wechselwirkungen zwischen diesen beiden Lipiden wurde untersucht, ob Mutanten der Sphingolipid-
Biosynthese von N. crassa Defekte aufweisen würden, die denen der erg-Mutanten ähnlich sind (siehe 
Abschnitt 3.1). 
Dazu wurden die beim FGSC hinterlegten, homokaryotischen Deletionsmutanten Δgsl-5 (KO-0020), 
Δgsl-10 (KO-0021 bzw. KO-0022), Δgsl-12 (KO-0032) und Δgsl-13 (KO-0031) hinsichtlich ihres 
makroskopischen und mikroskopischen Phänotyps mit dem WT (N1-01) verglichen. Die von diesen 
Genen codierten Proteine weisen Homologie zu Enzymen und Regulatoren des Sphingolipid -
Metabolismus in S. cerevisiae auf. Auf MM-Schrägagaröhrchen wiesen die Stämme Δgsl-10, Δgsl-12 
und Δgsl-13 einen vom WT nicht unterscheidbaren Wuchs auf. Die Lufthyphen von Δgsl-5 hingegen 
waren im Vergleich zu denen der anderen Mutanten stark verkürzt und wiesen eine kompaktere, aber 
nicht verminderte Sporulation auf (Abb. 7.5.8A). Die Konidien der gsl-Mutanten keimten auf MM-
Agarplatten ähnlich wie die des WT-Stamms aus. Genauso interagierten die Keimlinge der Mutanten 
in einer vergleichbaren Art und Weise miteinander, bildeten WT-artige Zell-Zell-Kontakte aus und 
vernetzten sich dadurch untereinander (Abb. 3.5.10A). Quantitative Analysen bestätigten diese 
Beobachtungen und konnten für die gsl-Keimlinge bei 30 °C weder ein vermindertes Ausmaß 
gerichteten Wachstums noch eine reduzierte Sporenkeimung feststellen (Abb. 3.5.10B). Mit 
Ausnahme von Δgsl-5, deren Keimlinge bei 39 °C etwas vermindert miteinander interagierten, wurde 
das Verhalten der Mutanten durch eine Temperaturerhöhung jedoch nicht beeinflusst. Diesen 
Ergebnissen zufolge ruft die Deletion der Gene gsl-5, gsl-10, gsl-12 und gsl-13 keine Defekte während 
der Zell-Zell-Kommunikation von Keimlingen hervor. Um zu überprüfen, ob eine gestörte 
Sphingolipid-Biosynthese die Verschmelzung der Plasmamembranen während der Zell-Zell-Fusion 
beeinträchtigen könnte, wurden Keimlingspaare der Mutanten mit FM4-64 angefärbt. Wiederum 
konnte jedoch kein Unterschied zwischen dem WT und den gsl-Mutanten beobachtet werden, sodass 
die Keimlinge von Δgsl-5, Δgsl-10, Δgsl-12 und Δgsl-13 wahrscheinlich normal miteinander 
fusionieren können (Abb. 3.5.10C). Demzufolge können bei dieser Auswahl an gsl-Mutanten keine  
ERGEBNISSE - Abschnitt 3.5 
186 
 
 
Abb. 3.5.10: Mutanten der Sphingolipid-Biosynthese in N. crassa zeigen ein WT-artiges Verhalten von 
Keimlingen. 
A: Die Sphingolipid-Biosynthese-Mutanten Δgsl-5 (KO-0020), Δgsl-10 (KO-0022), Δgsl-12 (KO-0032) und 
Δgsl-13 (KO-0031) weisen WT-artige Interaktionen zwischen Keimlingen auf (Pfeile). B: Das gerichtete 
Wachstum von Keimlingen sowie die Keimung der Sporen der gsl-Mutanten unterscheiden sich sowohl bei 
30 °C als auch 39 °C nicht wesentlich vom WT (N1-01). C: Die Färbung mit FM4-64 zeigt, dass die gsl-
Mutanten keine Defekte während der Zell-Zell-Fusion zwischen Keimlingen aufweisen und WT-artige 
Fusionsporen ausbilden (Pfeile). t-Test: * p < 0,05; n.s.: nicht signifikant. Rohdaten: siehe Tab. 7.5.10. 
Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 40 bis 100 Zellen. Größenbalken: A: 10 µm, C: 5 µm. 
mit den Keimlingen der Sterol-Biosynthese-Mutanten Δerg-2 bzw. Δerg-10a Δerg-10b vergleichbaren 
Defekte gefunden werden. Lediglich die Mutante Δgsl-5 wies eine Störung bezüglich der Polarität 
reifer Hyphen auf (Abb. 7.5.8C) und bildete deutlich vergrößerte Sporen (Abb. 3.5.10A), ein 
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Phänotyp, der für die erg-Mutanten dagegen nie beobachtet worden war. Diese Ergebnisse 
verdeutlichen, dass die vegetative Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion in N. crassa hochspezifisch 
durch strukturelle Merkmale der Sterole beeinflusst wird, wohingegen andersartige Veränderungen der 
Lipiddoppelschicht vermutlich eher allgemeine Auswirkungen auf die Eigenschaften der Membran 
hervorrufen. 
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3.6 Die vegetative Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion in filamentösen 
Pilzen wird durch ROS reguliert 
Neben spezialisierten zellulären und morphologischen Anpassungen, die N. crassa in Abhängigkeit 
von seiner Lebensweise entwickelt hat, verfügt dieser Ascomycet über eine Reihe von molekularen 
Mechanismen, die innerhalb der filamentösen Pilzen hochkonserviert sind. Während der vegetativen 
Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion agieren MAP-Kinasen als zentrale Schalter, die vermutlich an 
der Regulation vielfältiger Signalproteine beteiligt sind (siehe Abschnitt 1.3). Unter anderem scheint 
MAK-2 in N. crassa an der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) beteiligt zu sein (Fleißner & 
Serrano, 2016). Da ROS in vielen eukaryotischen Systemen am Verhalten und an der Differenzierung 
von Zellen maßgeblich beteiligt sind (Kennedy et al., 2012; Marschall & Tudzynski, 2016; Sauer 
et al., 2001; Schippers et al., 2012; Schmidt & Schippers, 2015), wurde im Rahmen dieser Arbeit 
untersucht, welchen Einfluss solch eine weitverbreitete Gruppe von Molekülen auf die Keimlings-
interaktionen ausübt und inwiefern dabei Sterole involviert sind. 
 
3.6.1 Keimlingsinteraktionen in N. crassa werden durch ROS kontrolliert 
Studien über die molekularen Mechanismen, welche die Zell-Zell-Interaktionen zwischen Keimlingen 
von N. crassa regulieren, haben hervorgebracht, dass ROS eine essentielle Rolle in diesen Prozessen 
einnehmen (Lichius, 2010). Vermutlich verwenden die Zellen dabei zeitlich und räumlich begrenzte 
Mengen an ROS, um Membran-assoziierte Signaltransduktionsprozesse zu etablieren und/oder 
aufrecht zu erhalten (Weichert & Fleißner, 2015). Da Δerg-2-Keimlinge eine veränderte Sterol-
Zusammensetzung aufweisen und nur in einem eingeschränkten Ausmaß miteinander interagieren und 
fusionieren können (Abb. 3.1.3 & Abb. 3.1.4), wurde in Erwägung gezogen, dass ROS-abhängige 
Mechanismen in dieser Sterol-Biosynthese-Mutante betroffen sein könnten. 
Dazu wurde die Sensitivität der Mutante (N2-35) gegenüber oxidativem Stress im Vergleich zum WT 
(N1-01) analysiert, indem die Keimlinge in Gegenwart von Wasserstoffperoxid (H2O2) angezogen 
wurden. Während eine geringe Konzentration an H2O2 (0,1 mM) keinen nennenswerten Effekt auf das 
Verhalten der WT-Keimlinge hatte, wurden die Interaktionen der Zellen mit erhöhter Menge der 
Substanz zunehmend beeinträchtigt. In Folge der Behandlung mit 0,5 mM H2O2 traten verdickte Zell-
Zell-Kontakte auf, wobei jedoch keine Δerg-2-ähnlichen Umwicklungen der Keimschläuche 
beobachtet werden konnten. In Gegenwart von 1,0 mM H2O2 verloren die WT-Keimlinge sogar die 
Fähigkeit zum gerichteten Wachstum. Dieser Verlust der Zell-Zell-Kommunikation stellte sich für die 
Δerg-2-Zellen bereits bei einer Konzentration von 0,5 mM H2O2 ein, während eine höhere Menge der 
Substanz zusätzlich die Keimung der Sporen behinderte (Abb. 3.6.1A). Demnach sind Keimlinge von 
Δerg-2 sensitiver gegenüber dem durch H2O2 verursachten oxidativen Stress als die des WT-Stamms. 
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Abb. 3.6.1: Sowohl WT- als auch Δerg-2-Keimlinge von N. crassa regulieren ihre Zell-Zell-Interaktionen 
über ROS. 
Keimlinge des WT-Stamms (N1-01) und der Ergosterol-Biosynthese-Mutante Δerg-2 (N2-35) wurden auf MM 
angezogen, welchem H2O2 bzw. Ascorbinsäure zugesetzt worden war. A: Eine geringe Konzentration an H2O2 
beeinträchtigt die Interaktionen zwischen den WT-Zellen nicht (Pfeil), wohingegen erhöhte Mengen dessen 
verdickte Kontaktstellen zwischen den Keimlingen (Pfeilkopf) bzw. ein Aussetzen des gerichteten Wachstums 
(Sternchen) hervorrufen. Die Interaktionen zwischen Δerg-2-Keimlingen sind im Vergleich zum WT sensitiver 
gegenüber H2O2. B: Die Gegenwart von Ascorbinsäure stört in einer zu H2O2 ähnlichen Weise die Interaktionen 
zwischen WT- bzw. Δerg-2-Keimlingen, wobei die Mutante wiederum sensitiver ist als der WT. C: Sowohl WT- 
als auch Δerg-2-Keimlinge bilden in einem vergleichbaren Ausmaß reaktive Sauerstoffspezies (ROS) während 
der Zell-Zell-Interaktionen (Pfeile). ROS wurden durch Inkubation mit NBT sichtbar gemacht. Größenbalken: 
A - B: 5 µm, C: 10 µm. 
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Um zu testen, ob diese Sensitivität spezifisch für Δerg-2 ist oder allgemein für weitere Mutanten der 
Ergosterol-Biosynthese besteht, wurde das vegetative Wachstum verschiedener erg-Mutanten in 
Gegenwart von H2O2 analysiert. Auf Sorbose-reichem Medium, welchem zunehmende Konzen-
trationen der Substanz zugesetzt wurden, war das Wachstum von Δerg-2 im Vergleich zum WT im 
Einklang mit den vorherigen Beobachtungen auf MM reduziert, während im Kontrollansatz ohne H2O2 
kein Unterschied zwischen beiden Stämmen zu beobachten war (Abb. 7.6.1A). Jedoch zeigten auch 
weitere erg-Mutanten ein im Vergleich zum WT reduziertes Wachstum auf Medium mit H2O2, wobei 
sie entweder resistenter oder sensitiver als Δerg-2 waren. Eine Korrelation zwischen dieser Sensitivität 
gegenüber oxidativem Stress und der Struktur der sich in den Mutanten akkumulierenden Sterolen, 
wie sie zuvor hinsichtlich des Interaktionsverhaltens von Keimlingen beobachtet worden war 
(Weichert, 2011), konnte allerdings nicht festgestellt werden. 
Zusätzlich zur Behandlung der Zellen mit Wasserstoffperoxid wurde untersucht, ob Ascorbinsäure, 
welche als Antioxidationsmittel ROS inaktiviert, in vergleichbarer Art und Weise die Keimlings-
interaktionen stört. Dazu wurde durch Natriumhydrogencarbonat gepuffertes MM verwendet, um ein 
Absinken des pH-Werts durch Ascorbat zu verhindern. Während die Gegenwart des Puffers keinen 
Einfluss auf das Verhalten der WT-Keimlinge ausübte, beeinträchtigte die Zugabe von Ascorbinsäure 
mit zunehmender Konzentration die Interaktionen zwischen den Zellen. Analog zu den Versuchen mit 
H2O2 traten bei 100 mM Ascorbinsäure verdickte Zell-Zell-Kontakte auf, jedoch konnte kein Δerg-2-
ähnliches Verhalten beobachtet werden. In Gegenwart von 300 mM des Antioxidans verloren die WT-
Keimlinge schließlich die Fähigkeit zum gerichteten Wachstum. Im Vergleich zum WT waren die 
Δerg-2-Zellen wiederum sensitiver gegenüber der Behandlung mit Ascorbinsäure, sodass bereits eine 
Konzentration von 100 mM genügte, um die Zell-Zell-Interaktionen zu blockieren (Abb. 3.6.1B). Auf 
Sorbose-reichem Medium, welchem Natriumhydrogencarbonat bzw. Ascorbinsäure zugesetzt wurden, 
konnte keine eindeutige Sensitivität der erg-Mutanten gegenüber dem Antioxidationsmittel festgestellt 
werden. Oftmals trat bei den Mutanten eine im Vergleich zum WT ähnliche Reduktion des 
Wachstums auf, zudem störte unter diesen Bedingungen bereits eine größere Menge des Puffersystems 
die allgemeine Vitalität aller Stämme (Abb. 7.6.1A). 
Da Δerg-2-Keimlinge gegenüber der extrazellulären Behandlung mit H2O2 bzw. Ascorbinsäure 
sensitiver sind als der WT, wird vermutet, dass in der Mutante die durch ROS vermittelten Prozesse 
der Zell-Zell-Kommunikation gestört sein könnten. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit 
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT) inkubiert, um die intrazelluläre Anhäufung von ROS sichtbar zu 
machen. In Gegenwart von Superoxid-Radikal-Anionen (O2•−) wird das gelbe, wasserlösliche NBT zu 
blauem, wasserunlöslichen Formazan reduziert (Munkres, 1990). In einer Population von WT-
Keimlingen konnten ROS in unterschiedlichen Bereichen der Zellen nachgewiesen werden. Die 
Sporenkörper der Keimlinge, die Keimschlauchspitzen sowie die Fusionsbrücken zwischen 
Interaktionspartnern wurden in variierender Ausprägung durch Formazan gefärbt. Jedoch blieben viele 
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vergleichbare Zellen oder subzelluläre Bereiche ebenso ungefärbt. In den Zellen von Δerg-2 ergab sich 
ein sehr ähnliches Bild hinsichtlich der Verteilung und des Ausmaßes von ROS. Selbst sich 
umeinander wickelnde Keimschläuche der Mutante wiesen eine intensive Färbung durch Formazan 
auf (Abb. 3.6.1C). 
Zusammengefasst übt die Deletion des Gens erg-2 wahrscheinlich keinen Einfluss auf ROS-abhängige 
Prozesse, welche die Zell-Zell-Interaktionen regulieren, aus. Stattdessen ist in der Mutante der mit 
MAK-1 und SO assoziierte Signaltransduktionsweg gestört (siehe Abschnitt 3.2), welcher in 
bisherigen Studien nicht mit ROS in Verbindung gebracht worden ist. 
 
3.6.2 Keimlinge von Botrytis cinerea interagieren über einen von ROS 
abhängigen Mechanismus miteinander 
Vegetative Zell-Zell-Fusionen zwischen Keimlingen bzw. Hyphen (Anastomosen) wurden bereits für 
eine Reihe von filamentösen Pilzen beschrieben (Buller, 1933; Köhler, 1929; Köhler, 1930; Ward, 
1888). Neben Saprophyten wie N. crassa und S. macrospora findet man darunter ebenfalls phyto-
pathogene Arten wie F. oxysporum und Alternaria brassicicola vor, welche im Rahmen ihres 
jeweiligen Lebenszyklus Anastomosen ausbilden (Craven et al., 2008; Prados Rosales & Di Pietro, 
2008). Eine Spezies, für die zu Beginn dieser Arbeit noch nicht bekannt war, ob sie Keimlings- 
und/oder Hyphenfusionen ausbildet, ist der Grauschimmel B. cinerea. Die meisten Studien zu diesem 
sich nekrotroph ernährenden Ascomyceten fokussierten sich vorrangig auf die Mechanismen, mit 
denen der Pilz seine Wirtspflanzen infiziert (Choquer et al., 2007; Williamson et al., 2007). Da einige 
der molekularen Faktoren, welche in Pilzen die Phytopathogenität regulieren, ebenso an vegetativen 
Zell-Zell-Interaktionen beteiligt sind (Craven et al., 2008; Guo et al., 2015; Hou et al., 2002; Prados 
Rosales & Di Pietro, 2008), wurde in dieser Arbeit untersucht, inwiefern B. cinerea zur Ausbildung 
von Anastomosen befähigt ist und ob diesbezüglich ein Zusammenhang mit der pathogenen Lebens-
weise dieses Pilzes besteht. 
Zunächst wurden Keimlinge eines WT-Stamms von B. cinerea (B05.10) ähnlich zu den Versuchen mit 
N. crassa auf MM-Agarplatten angezogen und mittels Hellfeldmikroskopie untersucht. Nachdem die 
Kulturen über Nacht bei 21 °C inkubiert worden waren, hatte der Großteil der Sporen des Grau-
schimmels Keimschläuche gebildet, die sich oftmals in den inneren Bereich des Mediums ausdehnten. 
Auf der Oberfläche der Agarplatten bildeten einige der dicht beieinander liegende Zellen zudem 
Fusionsbrücken aus, die den als CATs (Conidial anastomosis tubes) bezeichneten, spezialisierten 
Keimschläuchen zwischen miteinander fusionierten N. crassa-Keimlingen ähnelten (Roca et al., 
2005). Im Vergleich zu Keimschläuchen hatten diese polaren Strukturen einen geringeren 
Durchmesser sowie eine kürzere Reichweite und wuchsen gerichtet aufeinander zu, infolgedessen 
Zell-Zell-Kontakte zwischen den Keimlingen etabliert wurden (Abb. 3.6.2A). An den Kontaktstellen 
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der Interaktionspartner konnte kein Zellwandmaterial nachgewiesen werden, was auf die Fusion der 
Zellen deutet (Abb. 3.6.2B). Oftmals wurden jedoch ein (39,9 ± 3,7 %) oder zwei Septen (13,9 ± 
4,0 %) zwischen der Fusionsbrücke und dem Sporenkörper eingezogen. Im Gegensatz zum hohen  
 
Abb. 3.6.2: Keimlinge von B. cinerea interagieren und fusionieren unter saprophytischen 
Wachstumsbedingungen miteinander. 
A: Keimlinge des WT-Stamms B05.10 von B. cinerea wachsen auf MM gerichtet aufeinander zu (Sternchen) 
und bilden Fusionsbrücken untereinander aus (Pfeile), welche sich von Keimschläuchen durch ihren geringeren 
Durchmesser unterscheiden. B: Die Färbung der Keimlingspaare mit CFW zeigt, dass es an den Kontaktstellen 
der Keimlingspaare zum Abbau der Zellwand gekommen ist (Pfeile). Am Übergang von der Fusionsbrücke zum 
Sporenkörper können jedoch Septen gebildet werden (Pfeilköpfe). C: Auf MM wachsen etwa 25 % der 
Keimlinge einer Population von B. cinerea über Fusionsbrücken (Pfeile) gerichtet aufeinander zu. Auf der 
Oberfläche einer Zwiebelepidermis (ZE) kann kein gerichtetes Wachstum festgestellt werden. Die Keimlinge 
haben die Pflanzenoberfläche durchdrungen. Die Bereiche des Pilzes oberhalb der ZE wurden mit Lactophenol-
Blau angefärbt. Rohdaten: siehe Tab. 7.6.1. Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 180 bis 220 
Zellen. Größenbalken: A - B: 5 µm, C: 10 µm. 
ERGEBNISSE - Abschnitt 3.6 
194 
 
Ausmaß der Interaktionen in einer Population von N. crassa-Keimlingen, in der mehr oder weniger 
alle Zellen gerichtetes Wachstum zueinander aufweisen und sich untereinander vernetzen 
(Abb. 3.1.3A), war der Anteil der miteinander interagierenden Keimlinge von B. cinerea auf etwa 
20 bis 30 % der Zellen begrenzt (Abb. 3.6.2C). Demnach waren trotz räumlicher Nähe zueinander nur 
wenige Keimlinge dazu befähigt, Fusionsbrücken untereinander auszubilden. Ausgedehnte Netzwerke 
bestehend aus vielen Keimlingen wurden für den Grauschimmel zudem nicht beobachtet.  
Da einige phytopathogene Pilzspezies auf oder innerhalb des Gewebes ihrer Wirtspflanzen ebenfalls 
Anastomosen ausbilden (Ishikawa et al., 2010b; Prados Rosales & Di Pietro, 2008), wurde als 
nächstes untersucht, ob Keimlinge von B. cinerea während der Infektion von Pflanzenzellen ebenfalls 
miteinander interagieren. Dazu wurden Sporen des Grauschimmels auf eine Lage Zwiebelepidermis, 
die zuvor auf eine MM-Agarplatte platziert worden war, gegeben und wie zuvor inkubiert. Die 
Konidien keimten in uneingeschränkter Art und Weise aus, wobei die Keimschläuche rasch die 
Epidermis-Zellen durchdrangen und sich innerhalb des Pflanzengewebes ausbreiteten. Auf der 
Oberfläche der Epidermis selbst konnten im Gegensatz zum Kontrollansatz auf MM keine 
Fusionsbrücken zwischen den sich nah beieinander befindlichen Keimlingen festgestellt werden 
(Abb. 3.6.2C). Diesem Ergebnis zufolge ist die Fähigkeit von B. cinerea zur vegetativen Zell-Zell-
Fusion während der Infektion von Pflanzen unterdrückt und scheint damit kein Bestandteil der 
Pathogenität des Pilzes zu sein. 
Die Bildung von ROS in Pflanzen dient unter anderem zur Abwehr von Infektionen durch 
Phytopathogene, darunter viele Pilzspezies (Quan et al., 2008). Da diese Moleküle ebenfalls eine 
Rolle für die vegetativen Zell-Zell-Interaktionen dieser Mikroorganismen spielen (Kayano et al., 
2013; Lichius, 2010), wurde angenommen, dass in B. cinerea ein durch ROS regulierter Mechanismus 
existiert, der an dessen Pathogenität sowie dessen Fähigkeit zur Ausbildung von Anastomosen 
beteiligt sein könnte. Zunächst wurden die Keimlinge mit NBT behandelt, um die intrazelluläre 
Bildung von Superoxid-Radikal-Anionen sichtbar zu machen. Im Vergleich zu den vorherigen 
Ergebnissen mit N. crassa (Abb. 3.6.1) konnten ROS wiederum in den miteinander interagierenden 
Zellspitzen sowie besonders in den Fusionsbrücken des Grauschimmels nachgewiesen werden. 
Darüber hinaus färbte NBT generell polar wachsende Keimschlauchspitzen an (Abb. 3.6.3A). Diese 
Beobachtungen verdeutlichen, dass Keimlinge von B. cinerea, in vergleichbarer Art und Weise zu 
denen von N. crassa, ROS bilden und diese Moleküle auch am Prozess der vegetativen Zell-Zell-
Interaktionen des Pilzes beteiligt zu sein scheinen. 
Basierend auf diesem Ergebnis wurde erwartet, dass die Interaktionen zwischen den B. cinerea-Zellen 
zum Erliegen kommen würden, wenn der intrazelluläre Zustand der ROS von außen manipuliert wird. 
In Anlehnung an die Versuche mit N. crassa (Abb. 3.6.1) wurden die Keimlinge des Grau-schimmels 
in Gegenwart von Ascorbinsäure bzw. Wasserstoffperoxid inkubiert. In beiden Fällen wurde die Zahl 
der Keimlinge, die über CATs gerichtet aufeinander zuwuchsen, signifikant reduziert, wohingegen die 
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Keimung der Sporen und somit die Vitalität der Zellen durch die Substanzen nicht beeinträchtigt 
wurde. Für die Behandlung mit Ascorbinsäure konnte zudem eine dosisabhängige Abnahme der Zell-
Zell-Interaktionen festgestellt werden (Abb. 3.6.3B). Demnach nutzen die Keimlinge von B. cinerea 
genauso wie die von N. crassa einen ROS-abhängigen Mechanismus, um miteinander kommunizieren 
zu können. 
 
Abb. 3.6.3: Die Zell-Zell-Interaktionen zwischen Keimlingen von B. cinerea werden über ROS reguliert.  
A: WT-Keimlinge von B. cinerea (B05.10) wurden auf MM angezogen und einer NBT-Färbung unterzogen, um 
ROS sichtbar zu machen. ROS akkumulieren sowohl vor Kontakt an den gerichtet aufeinander zuwachsenden 
Zellspitzen als auch an den Fusionsbrücken (Pfeile). Darüber hinaus werden polar wachsende Keimschlauch-
spitzen durch NBT angefärbt (Pfeilkopf). B: Die Gegenwart von Ascorbinsäure reduziert die Anzahl der 
gerichtet aufeinander zuwachsenden Keimlinge in einer dosisabhängigen Art und Weise. Die Behandlung der 
Zellen mit H2O2 führt ebenfalls zu einer signifikanten Abnahme das gerichteten Wachstums. Rohdaten: siehe 
Tab. 7.6.2. Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 160 bis 240 Zellen. t-Test: ** p < 0,01; 
*** p < 0,001. Größenbalken: 5 µm. 
Die Bildung von ROS erfolgt über einen hochkonservierten Komplex von NADPH-Oxidasen (NOX), 
welcher an verschiedenen Differenzierungs- und Entwicklungsprozessen in Pilzen beteiligt ist 
(Marschall & Tudzynski, 2016). In B. cinerea führt das Fehlen der NADPH-Oxidase BcNoxB sowie 
des Regulators BcNoxR zu einer deutlich verminderten Pathogenität, wohingegen die NADPH-
Oxidase BcNoxA eine geringere Bedeutung während der Infektion von Wirtspflanzen einnimmt 
(Segmüller et al., 2008). Da der NOX-Komplex ebenfalls die vegetativen Zell-Zell-Interaktionen in 
N. crassa reguliert (Lichius, 2010), wurde untersucht, inwiefern die entsprechenden Mutanten des 
Grauschimmels während dieses Prozesses betroffen sind. Dazu wurden Sporen des WT-Stamms 
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(B05.10) sowie von Mutanten mit Deletionen für bcnoxA (MW_261), bcnoxB (MW_263), bcnoxAB 
(MW_265) bzw. bcnoxR (MW_267) wie gewohnt auf MM-Agarplatten inkubiert und hinsichtlich der 
Zell-Zell-Interaktionen miteinander verglichen. Während die WT- und ΔbcnoxB-Keimlinge ähnliche 
Zell-Zell-Kontakte ausbildeten, konnten keine Fusionsbrücken zwischen denen der Mutanten 
ΔbcnoxA, ΔbcnoxAB und ΔbcnoxR beobachtet werden (Abb. 3.6.4A). Quantitativ betrachtet 
interagierten die Zellen von ΔbcnoxB, die eine leicht verminderte Sporenkeimungsrate aufwiesen, im 
Vergleich zum WT in einem signifikant geringeren Ausmaß miteinander. Die Sporen der übrigen 
Mutanten keimten zwar normal aus, zeigten jedoch nie Zell-Zell-Interaktionen (Abb. 3.6.4B). 
Interessanterweise bildeten all die fusionsgestörten nox-Mutanten zusätzlich zu den Makrokonidien 
eine große Zahl an deutlich kleineren Mikrokonidien, die im WT und in ΔbcnoxB unter diesen 
Kultivierungsbedingungen nicht vorzufinden waren (Abb. 3.6.4A). Da der NOX-Komplex an der 
Bereitstellung und Umwandlung von ROS beteiligt ist, wurde vermutet, dass das Fehlen der 
Komponenten BcNoxA bzw. BcNoxR zu einer stark verminderten oder gänzlich ausbleibenden 
Bildung von ROS während der Zell-Zell-Interaktionen führt. Daher wurde versucht, dem Defekt der  
 
Abb. 3.6.4: Mutanten des ROS-generierenden NOXA/R-Komplexes in B. cinerea sind fusionsgestört. 
Mutanten des NOX-Komplexes in B. cinerea wurden hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur Zell-Zell-Interaktion 
untersucht. A: Während die Deletionsmutante ΔbcnoxB (MW_263) wie der WT (B05.10) Fusionsbrücken 
zwischen den Keimlingen ausbildet (Pfeile), können solche Strukturen in den Stämmen ΔbcnoxA (MW_261), 
ΔbcnoxAB (MW_265) und ΔbcnoxR (MW_267) nicht beobachtet werden. Abgesehen von diesem Fusionsdefekt 
produzieren letztere Mutanten eine vermehrte Zahl an Mikrokonidien. B: Die Deletion von bcnoxA und bcnoxR 
führt zum Verlust des gerichteten Wachstums zwischen Keimlingen. Die Mutante ΔbcnoxB weist trotz 
Berücksichtigung der verminderten Sporenkeimung eine leicht reduzierte Anzahl von Zell-Zell-Interaktionen 
auf. C: Das Zufügen geringer Mengen von H2O2 zum Medium kann den Fusionsdefekt von ΔbcnoxA nicht 
kompensieren. Stattdessen führt dessen Gegenwart im WT zur Abnahme des gerichteten Wachstums. Rohdaten: 
siehe Tab. 7.6.3 & Tab. 7.6.4. Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 160 bis 220 Zellen. 
t-Test: * p < 0,05. Größenbalken: 5 µm. 
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ΔbcnoxA-Keimlinge durch die Zugabe von geringen Mengen Wasserstoffperoxids entgegenzuwirken. 
Jedoch konnten bei keiner der getesteten Konzentrationen an H2O2 (0,01 bis 1,0 mM) Interaktionen 
zwischen den Zellen der Mutante festgestellt werden. Zudem machte sich beim WT für größere 
Mengen der Substanz der bereits zuvor beobachtete negative Effekt auf die Zell-Zell-Interaktionen 
bemerkbar (Abb. 3.6.4C). 
Zusammengenommen treten zwischen den Keimlingen von B. cinerea Interaktionen und Zell-Zell-
Fusionen auf. Dabei wird die Kommunikation zwischen den Zellen in einer zu N. crassa ähnlichen 
Weise durch einen ROS-generierenden NOX-Komplex reguliert, wobei im Grauschimmel in erster 
Linie die NADPH-Oxidase BcNoxA eine spezifische Rolle während der vegetativen Zell-Zell-
Interaktionen einnimmt. 
 
3.6.3 Keimlinge von N. crassa und B. cinerea kommunizieren über die 
Spezies-Grenze hinweg miteinander 
Sowohl in N. crassa als auch in B. cinerea werden die Interaktionen zwischen vegetativen Zellen 
durch einen ROS-abhängigen Signaltransduktionsprozess kontrolliert (siehe Abschnitte 3.6.1 & 3.6.2). 
Diese mechanistische Ähnlichkeit zwischen beiden Pilzspezies gibt Grund zur Annahme, dass im 
Rahmen der Zell-Zell-Interaktionen weitere Signalwege und -proteine konserviert sind. Darüber 
hinaus wäre es denkbar, dass das bisher noch unbekannte Signalmolekül und/oder der entsprechende 
Rezeptor strukturell ähnlich zueinander sind, wodurch Keimlinge unterschiedlicher Spezies prinzipiell 
miteinander kommunizieren könnten. Tatsächlich wurden in einer älteren Studie Arten- sowie 
Gattungsgrenzen-übergreifende Anastomosen beschrieben, die in Abhängigkeit von den untersuchten 
Kombinationen stärker oder schwächer ausgeprägt waren (Köhler, 1930). Darauf aufbauend wurde im 
Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob Keimlinge der Spezies N. crassa und B. cinerea miteinander 
interagieren und fusionieren können. 
Zunächst wurden die Keimlinge des WT-Stamms von B. cinerea (B05.10) wie gewohnt auf MM-
Agarplatten angezogen. Mit einem Vorsprung von ca. 15 h nach Inokulation wurde zu der Kultur des 
Grauschimmels eine relativ geringe Menge an Sporen von N. crassa gegeben und für weitere 5 bis 6 h 
bei 21 °C inkubiert. Morphologisch ließen sich beide Spezies mittels Hellfeldmikroskopie leicht 
voneinander unterscheiden, da die Keimlinge von B. cinerea bereits lange Keimschläuche gebildet 
hatten, die sich in das Medium ausdehnten, wohingegen die Länge der N. crassa-Keimlinge erst das 
etwa Zwei- bis Fünffache des Sporendurchmessers erreicht hatte. Darüber hinaus waren die Sporen 
bzw. Sporenkörper von B. cinerea etwa doppelt so groß wie die des Roten Brotschimmels. Dennoch 
wurden zur eindeutigen Unterscheidung beider Spezies grün fluoreszierende Stämme von N. crassa 
verwendet. In den fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wiesen die Keimlinge des Grauschimmels 
lediglich eine relativ schwach ausgeprägte Autofluoreszenz der Zellwand auf (Abb. 3.6.5). 
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In einer Mischkultur aus B05.10 und N3-06 traten vorrangig Interaktionen zwischen sich nah 
zueinander befindlichen Keimlingen derselben Spezies auf. Dennoch ließ sich in einigen Fällen 
beobachten, wie Keimlinge von B. cinerea und N. crassa gerichtet aufeinander zuwuchsen und Zell-
Zell-Kontakte etablierten (Abb. 3.6.5A). Dabei waren prinzipiell beide Spezies in der Lage, die  
 
Abb. 3.6.5: Keimlinge von N. crassa interagieren mit solchen von B. cinerea und rekrutieren dabei die 
Signalproteine MAK-2 und SO. 
Keimlinge von N. crassa und B. cinerea, die sich in räumlicher Nähe zueinander befinden, können über die 
Spezies-Grenze hinweg gerichtet aufeinander zuwachsen. A: In gemischten Zellpaaren aus dem N. crassa-
Stamm N3-06 (GFP) und dem WT B05.10 von B. cinerea (Autofluoreszenz) besitzen beide Spezies die 
Fähigkeit, das Wachstum ihrer Keimschläuche auf den anderen Keimling auszurichten (Pfeile). B: Sowohl 
während des gerichteten Wachstums auf B. cinerea als auch nach Zell-Zell-Kontakt kann in N. crassa (N1-41) 
die Rekrutierung von MAK-2-GFP beobachtet werden (Pfeile). C: In seltenen Fällen wird im N. crassa-
Keimling (N1-20) auch SO-GFP rekrutiert (Pfeile). In diesem gemischten Zellpaar fehllokalisiert das Protein 
nach Kontakt mit B. cinerea. D: Nach Berührung beider Keimlinge (Pfeilkopf) kommt es vermutlich beim 
Versuch der Zell-Zell-Fusion zu einer Inkompatibilitätsreaktion, infolgedessen der N. crassa-Keimling stark 
vakuolisiert erscheint (Pfeil). Größenbalken: jeweils 5 µm. 
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Wachstumsrichtung der Keimschläuche bzw. anderer polarisierter Bereiche der Zellen auf den 
artfremden Interaktionspartner auszurichten. Während die arteigenen Interaktionen zwischen 
Keimlingen von B. cinerea vor allem von den Sporenkörpern ausgehend über kurze CATs erfolgten 
(Abb. 3.6.2), waren es in den gemischten Paaren mit N. crassa vermehrt die Keimschläuche des 
Grauschimmels, die ihre Wachstumsrichtung neuorientierten (Abb. 3.6.5). Die Keimlinge des Roten 
Brotschimmels hingegen zeigten hierbei weiterhin das für die arteigene Population bekannte 
Verhalten, wonach sich die Keimschlauchspitzen gezielt nach einem Interaktionspartner ausrichteten 
(Abb. 3.1.3A). 
Das gerichtete Wachstum zwischen N. crassa-Keimlingen geht mit der Rekrutierung der Signal-
proteine MAK-2 und SO an die Zellspitzen der Interaktionspartner einher (siehe Abschnitt 3.2.4). 
Daher wurde vermutet, dass beide Proteine in den Spezies-übergreifenden Interaktionen mit B. cinerea 
ebenfalls rekrutiert werden könnten. Entsprechend dieser Annahme lokalisierte MAK-2 tatsächlich in 
einigen dieser gemischten Paare an die Keimschlauchspitze von N. crassa (N1-41). Zudem wurde die 
MAP-Kinase an die Kontaktstelle der artfremden Zellpaare rekrutiert (Abb. 3.6.5B). In wenigen Fällen 
konnte zudem die Rekrutierung von SO im N. crassa-Keimling (N1-20) beobachtet werden, wobei das 
Protein jedoch im Vergleich zu den arteigenen Interaktionen (Abb. 3.2.5) punktuell entlang der 
Zellperipherie fehllokalisierte (Abb. 3.6.5C). Anhand dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass 
das für N. crassa-Keimlinge aufgestellte Modell des oszillierenden Signal-Sendens und -Empfangens 
(Abb. 1.3.2) auch auf Zellen von B. cinerea übertragbar ist. Da die Rekrutierung von MAK-2 und vor 
allem von SO während der gemischten Keimlingsinteraktionen jedoch viel schwächer ausgeprägt war 
als in den arteigenen Zellpaaren von N. crassa, bedarf es insbesondere im Hinblick auf die zeitliche 
Abfolge einer detaillierteren Untersuchung. 
Während das Auftreten artfremder Interaktionen zwischen B. cinerea und N. crassa vor Zell-Zell-
Kontakt noch relativ leicht beobachtet werden konnte, ließen sich nur äußerst wenige Zellpaare finden, 
in denen sich die Keimlinge beider Spezies deutlich berührt hatten. In diesen seltenen Ereignissen kam 
es fast immer zu einer strukturellen Veränderung in mindestens einer der beiden Zellen, die sich durch 
Vakuolisierung bemerkbar machte. Zu einer Vermischung von Zytoplasma, wie es bei einer 
erfolgreichen Zell-Zell-Fusion der Fall wäre, kam es zudem nicht (Abb. 3.6.5D). Diese Beobach-
tungen verdeutlichen, dass den Zell-Zell-Interaktionen zwischen unterschiedlichen Pilzspezies 
natürliche Grenzen gesetzt sind. Zwar können artfremde Keimlinge aufgrund mechanistischer Über-
schneidungen miteinander kommunizieren, jedoch werden wahrscheinlich in Folge intrinsischer 
Inkompatibilitätsreaktionen eine Spezies-übergreifende Zell-Zell-Fusion und damit die Bildung von 
Hybriden unterbunden. 
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4 DISKUSSION 
Damit eukaryotische Zellen extrazelluläre Reize in eine entsprechende Antwort umsetzen können, 
bedarf es des geordneten Zusammenspiels zwischen Proteinen, die die Signaltransduktion vermitteln, 
und Membranlipiden, welche die Barriere zwischen der Umgebung und dem Inneren der Zelle 
definieren. Miteinander interagierende Zellen des filamentösen Pilzes N. crassa stellen ein hervor-
ragendes Modellsystem dar, um die Bedeutung solcher Signalproteine und der Membran für die 
interzelluläre Kommunikation und Fusion zu untersuchen. Durch die Analyse von Mutanten, die eine 
gestörte Zell-Zell-Interaktion aufweisen, konnte eine Reihe von Faktoren identifiziert werden, welche 
in diesem Prozess direkt oder indirekt mit der Plasmamembran assoziiert sind. Die dynamische 
Oszillation der MAP-Kinase MAK-2 und des Proteins SO an die Zellspitzen von Keimlingspaaren 
lässt vermuten, dass die Membran-Rekrutierung dieser Proteine mit deren Funktion in enger Verbin-
dung steht und Grundlage für den koordinierten Zelldialog ist. 
Um den zugrunde liegenden Signaltransduktionsprozess besser verstehen zu können, hat sich diese 
Arbeit der Rolle der Plasmamembran für die Zell-Zell-Kommunikation in N. crassa gewidmet. 
Mutanten mit einer gestörten Biosynthese von Ergosterol, einem essentiellen Lipid in der Membran 
von Pilzzellen, weisen spezifische Defekte während der Interaktion und Fusion zwischen vegetativen 
Zellen auf. Von besonderem Interesse sind dabei die Keimlinge der Mutante Δerg-2, welche 
vermindert aufeinander zuwachsen und sich nach Zell-Zell-Kontakt nicht erkennen. Dieses Verhalten 
ist spezifisch auf eine Beeinträchtigung von SO und dem damit assoziierten MAPK-Modul um 
MAK-1 zurückzuführen (Abschnitte 4.1 bis 4.4). Vegetative Zellen der Mutanten Δerg-10a Δerg-10b 
sowie Δerg-1 sind dagegen ausschließlich im letzten Schritt der Zell-Zell-Interaktion, der Plasma-
membran-Fusion, betroffen (Abschnitt 4.5). Für beide Gruppen von erg-Mutanten korrelieren die 
Defekte mit spezifischen strukturellen Merkmalen der sich jeweils akkumulierenden Sterol-
Intermediate (Abb. 4.1.1). Im Folgenden werden mögliche Konsequenzen dieser veränderten Sterol-
Zusammensetzung für die unterschiedlichen Phasen der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen diskutiert. 
Da auch Keimlinge von B. cinerea miteinander wechselwirken, wird weiterhin betrachtet, inwiefern 
die Mechanismen, welche die Kommunikation und Fusion zwischen vegetativen Zellen regulieren, auf 
andere filamentöse Pilzspezies übertragbar sind (Abschnitt 4.6). Darüber hinaus wird am Beispiel der 
komplexen geschlechtlichen Entwicklung von N. crassa erörtert, welchen Einfluss eine veränderte 
Sterol-Zusammensetzung auf weitere Aspekte in der Lebensweise dieses eukaryotischen Mikro-
organismus ausübt (Abschnitt 4.7). Da der Biosyntheseweg von Ergosterol zudem eine Zielstruktur 
verschiedener Antimykotika darstellt, wird abschließend diskutiert, wie sich die Wirkungsweise dieser 
weit verbreitet eingesetzten Verbindungen auf molekularer Ebene äußert (Abschnitt 4.8). 
 
DISKUSSION 
202 
 
 
Abb. 4.1.1: Die strukturellen Merkmale von Sterolen üben einen unterschiedlichen Einfluss auf 
Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse in N. crassa aus. 
Aufgrund ihres essentiellen Charakters beeinflussen Sterole auf eine allgemeine Art und Weise sowohl 
vegetative als auch sexuelle Entwicklungsphasen im Lebenszyklus von N. crassa. Die Unterbrechung der 
Ergosterol-Biosynthese mindert daher generell das Wachstum, die Sporulation und die Fruchtkörper-
Entwicklung dieses Ascomyceten. Im Speziellen üben bestimmte strukturelle Merkmale von Sterolen einen 
spezifischen Einfluss auf die vegetative Zell-Zell-Kommunikation und -Fusion aus. Während die Beschaffenheit 
der Seitenkette dieses Lipids für das gerichtete Wachstums und die Erkennung der Zellen nach Zell-Zell-
Kontakt von Bedeutung ist, trägt die Struktur des Ringsystems ausschließlich zur Plasmamembran-Fusion der 
Interaktionspartner bei. 
 
4.1 Die gestörte Kommunikation und Fusion zwischen Δerg-2-Keimlingen 
beruht auf einer Beeinträchtigung von SO und damit assoziierten 
Proteinen 
Das Protein SO in N. crassa und dessen Homologe in weiteren filamentösen Ascomyceten sind 
essentielle Faktoren der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen (Craven et al., 2008; Fleissner et al., 2005; 
Guo et al., 2015; Prados Rosales & Di Pietro, 2008; Rech et al., 2007; Tsukasaki et al., 2014). Die 
Deletion der entsprechenden Gene führt zum (nahezu) kompletten Verlust der Fähigkeit, Fusions-
brücken zwischen Keimlingen bzw. Hyphen auszubilden. In N. crassa wird SO-GFP oszillierend an 
die Spitzen miteinander interagierender Keimschläuche rekrutiert, was mit dem pulsartigen Senden 
eines Signalmoleküls in Verbindung stehen könnte (Fleissner et al., 2009a). Keimlinge von Δerg-2 
weisen einen deutlichen, aber nicht vollständigen, Rückgang des gerichteten Wachstums auf, der 
vermutlich auf die verminderte Membran-Rekrutierung dieses Proteins sowie dessen Fehllokalisierung 
entlang der Zellperipherie zurückzuführen ist (Abb. 3.2.5). Da SO-GFP in dieser Sterol-Biosynthese-
Mutante jedoch in einer zum WT vergleichbaren Menge mit ähnlicher Stabilität vorliegt (Abb. 3.2.12) 
und dessen erhöhte Expression unter dem ccg-1-Promotor (vgl. Abb. 7.2.12) das Verhalten von Δerg-2 
nicht verbessert (nicht gezeigte Daten), ist davon auszugehen, dass speziell die gestörte subzelluläre 
Lokalisierung des Proteins die Defekte dieser Mutante hervorruft. 
Auf welche Art und Weise SO mit der Plasmamembran assoziiert ist, konnte bisher jedoch nicht 
geklärt werden. Dieses zytoplasmatische Protein besitzt selbst keine bekannten Membran-Bindungs-
motive, verfügt jedoch über eine zentrale WW-Domäne, über die Protein-Protein-Interaktionen 
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vermittelt werden (Fleissner et al., 2005; Sudol et al., 1995; Teichert et al., 2014; Tsukasaki et al., 
2016). In S. macrospora interagiert das SO-Homolog PRO40, welches Homodimere ausbildet, über 
diesen Bereich mit der MAPKKK MIK1 und der übergeordneten Proteinkinase PKC1. Mittels seines 
Prolin-reichen N-Terminus tritt das Protein zudem mit der MAPKK MEK1, welche mit MAK1 
interagiert, in Wechselwirkung (Teichert et al., 2014). Daher könnte PRO40 nicht nur ein Scaffold-
Protein für die MAPK-Kaskade um MAK1 darstellen, sondern diese zudem mit übergeordneten 
Faktoren verbinden, welche auf direkte Weise mit der Plasmamembran wechselwirken. 
Yeast two-hybrid-Untersuchungen haben die Interaktionen von SO mit MIK-1 und MEK-1 aus 
N. crassa verifizieren können (Ulrike Brandt, unveröffentlichte Daten). Genauso wie das Fehlen von 
SO mit pleiotropen Defekten während der vegetativen und geschlechtlichen Entwicklung dieses Pilzes 
einhergeht (Fleissner et al., 2005), führt die Abwesenheit von Komponenten des MAPK-Moduls um 
MAK-1 zu zahlreichen Einschränkungen (Maerz et al., 2008; Park et al., 2008), welche die 
Aussagekraft über die Rolle dieser Signalproteine in der Zelle begrenzen. Um im Speziellen die 
Bedeutung von MAP-Kinasen für die vegetativen Zell-Zell-Interaktionen genauer zu verstehen, wurde 
im Rahmen dieser Arbeit neben der subzellulären Lokalisierung von MAK-1 die Methode des 
Chemical Genetics eingesetzt (Bishop et al., 1998; Bishop et al., 2000; Elphick et al., 2007). Während 
in den Hefen S. cerevisiae sowie S. pombe die Expression mutierter Proteinkinasen, welche spezifisch 
und ausschließlich durch die Gegenwart eines ATP-analogen Inhibitors inaktiviert werden, bereits 
vielfach eingesetzt worden ist, stellt dieses Verfahren in filamentösen Pilzen eine bisher noch unter-
repräsentierte Methode dar (Eckert et al., 2016; Fleißner, 2013). Durch die selektive und dosis-
abhängige Inhibierung einer Analog-sensitiven Variante von MAK-1 in Keimlingen von N. crassa 
werden die Defekte der Δerg-2-Mutante vollständig nachgeahmt (Abb. 3.2.19 & Abb. 3.2.20). Die 
Interaktionspartner weisen dabei nicht nur einen deutlichen Rückgang des gerichteten Wachstums 
sowie der Zell-Zell-Fusion auf, sondern imitieren auch das für diese Sterol-Biosynthese-Mutante 
charakteristische Weiterwachsen der Keimschläuche nach Zell-Zell-Kontakt. Da von den beiden für 
die Keimlingsinteraktionen in N. crassa essentiellen MAPK-Kaskaden lediglich die Inhibierung von 
MAK-1, nicht jedoch von MAK-2 (Abb. 3.2.21), zu einem Δerg-2-ähnlichen Verhalten der Zellen 
führt, ist von einer spezifischen Beeinträchtigung des Zellwand-Integritäts-Signalwegs durch die 
veränderte Sterol-Zusammensetzung der Mutante auszugehen. Umgekehrt übt MAK-1 jedoch keinen 
Einfluss auf die Biosynthese von Ergosterol aus (Abb. 7.2.13). Diese Ergebnisse stehen im Einklang 
mit der verminderten Rekrutierung und Phosphorylierung von MAK-1 in Δerg-2-Keimlingen. Da auch 
die Manipulation des Proteins SO, welches in den Zellen dieser Mutante stark beeinträchtigt ist, die 
für Δerg-2 charakteristischen Defekte nachahmt (siehe Abschnitte 3.2.6 & 3.2.11), kann der in 
S. macrospora gefundene funktionelle Zusammenhang dieser Signalproteine für N. crassa bestätigt 
werden. 
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Auf der Suche nach weiteren Proteinen, die während vegetativen Zell-Zell-Kommunikation mit SO in 
Verbindung stehen könnten, brachten massenspektrometrische Analysen mit SIP-1 („SO Interaction 
Partner-1“) einen potenziellen Initiator des Zelldialogs zum Vorschein, der bereits alternierend an die 
Zellspitzen von Keimlingen rekrutiert wird, die noch nicht auf eine Partnerzelle zuwachsen (Marcel 
Schumann, unveröffentlichte Daten). Interessanterweise verursacht die Expression von SIP-1-GFP in 
Δsip-1-Keimlingen (jedoch nicht von GFP-SIP-1) Fusionsdefekte, welche denen von Δerg-2 sehr stark 
ähneln. Da die Oszillation von SIP-1 auch in Δso-Zellen vorliegt und sich dieses Protein damit 
upstream von SO befindet, sollte die subzelluläre Lokalisierung dieses vielversprechenden Kandidaten 
ebenfalls in Δerg-2-Keimlingen analysiert werden. Es wäre denkbar, dass die Interaktion des 
C-terminalen Bereichs von SIP-1 mit Faktoren an der Plasmamembran für die Rekrutierung und/oder 
Funktion von SO und damit für die Aktivität des gesamten MAPK-Moduls um MAK-1 während der 
Zell-Zell-Kommunikation benötigt wird. Da SO/PRO40 neben seiner WW-Domäne weiterhin einen 
ungeordneten N-terminalen Bereich ohne erkennbare Strukturmotive aufweist, welcher allgemein am 
Aufbau oder an der Aktivität von Proteinkomplexen beteiligt sein könnte, wäre es weiterhin möglich, 
dass das Protein erst nach direktem Kontakt mit seinen Interaktionspartnern funktionelle Domänen 
ausbildet (Teichert et al., 2014; Uversky, 2015). Zukünftige Studien werden die Zusammensetzung der 
Proteinkomplexe, an denen SO beteiligt ist, und damit dessen molekulare Funktion aufklären. 
Darunter könnten sich Faktoren befinden, die mit Membran-Sterolen in Verbindung stehen und durch 
die veränderte Sterol-Zusammensetzung von Δerg-2 direkt beeinträchtigt werden.  
Zwar ist bekannt, dass die Aktivität der MAP-Kinase MAK-2 benötigt wird, um SO während des 
Zelldialogs wieder von der Plasmamembran zu lösen (Fleissner et al., 2009a), jedoch ist dieser 
Prozess auf molekularer Ebene bisher völlig unverstanden. Phosphorylierungen stellen posttrans-
lationale Modifikationen dar, die nicht nur eine aktivierende Wirkung auf Signalproteine ausüben, 
sondern ebenfalls deren Membran-Rekrutierung entgegenwirken können (Molina et al., 2010). 
Vorläufige Analysen konnten jedoch keine konservierten Phosphorylierungs-Stellen in SO 
identifizieren (Marcel Schumann, persönliche Mitteilung). Interessanterweise interagiert PRO40 in 
S. macrospora aber mit Polyubiquitin (Teichert et al., 2014). Die Ubiquitinierung von Faktoren der 
MAPK-Kaskaden in S. cerevisiae und höheren Eukaryoten stellt einen bedeutenden Mechanismus zur 
Regulation von Signaltransduktionsprozessen dar, welcher die subzelluläre Lokalisierung, Aktivität 
und Stabilität von Proteinen beeinflusst (Molina et al., 2010; Nguyen et al., 2013). Eine durchgehende 
Herausforderung bei der Detektion von SO-GFP mittels Western Blot-Analyse stellen die möglichen 
Degradationsprodukte dieses Proteins dar, deren Ursprung und Bedeutung bisher nicht verstanden 
werden konnten (Abb. 3.2.12 & Abb. 7.2.12). Um die Hypothese zu überprüfen, dass es sich dabei um 
biologisch funktionelle Einheiten handelt, könnte die Expression dieser verkürzten Varianten in 
N. crassa-Stämmen mit Δso-Hintergrund vorgenommen werden. Während die Deletion von erg-2 
keinen Einfluss auf diesen möglicherweise regulierten proteolytischen Abbau von SO-GFP ausübt, 
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scheint das künstliche Anfügen eines Farnesylierungsmotivs dieses Phänomen hingegen zu verstärken 
(Abb. 3.2.12). Obwohl durch diese Art der Manipulation von SO dessen dynamische Membran-
Rekrutierung nicht behindert wird, nehmen die Keimlinge Δerg-2-ähnliche Defekte an. Diese Störung 
der Zell-Zell-Kommunikation wirkt jedoch unabhängig von Δerg-2 und verhält sich additiv zu den 
Defekten der Sterol-Biosynthese-Mutante (Abb. 3.2.11). Da das vermehrte Auftreten von Fluoreszenz-
Signalen in den Vakuolen von Keimlingen, die SO-GFP-Farnesyl exprimieren, vermutlich auf einen 
übermäßigen Abbau des Proteins zurückzuführen ist, wäre es denkbar, dass die Degradationsprodukte 
unter diesen Bedingungen nicht stabil genug wären, um ihre potenzielle Funktion während der Zell-
Zell-Interaktionen ausüben zu können. 
Sämtliche Versuche, in denen SO oder MAK-1 beeinträchtigt wurden, hatten Defekte während der 
vegetativen Zell-Zell-Interaktionen zur Folge, welche denen von Δerg-2 ähnelten (Abb. 3.2.11, 
Abb. 3.2.19, Abb. 3.2.24 & Abb. 3.2.25). Unter diesen Bedingungen konnte das bisher einzigartige 
Verhalten der Keimlingspaare dieser Mutante, nach Berührung das gerichtete Wachstum fortzusetzen 
und sich umeinander zu wickeln, weitestgehend nachgeahmt werden. Da dieser auffällige Phänotyp 
vermutlich das Ergebnis einer simultanen Störung mehrerer Proteine ist, darunter SO und MAK-1, 
wäre es denkbar, dass sich unter den Gendeletionsmutanten in der KO-Sammlung von N. crassa kein 
weiteres Isolat befindet, welches sich genauso wie diese Sterol-Biosynthese-Mutante verhält. Daher 
könnte Δerg-2 eine Art „abgeschwächte“ Mutante von so oder von Genen des MAPK-Moduls um 
MAK-1 darstellen. Unter Bedingungen mit erhöhter Temperatur, welche die Membran-Fluidität 
steigern (siehe Abschnitt 4.4), ahmen die Keimlinge von Δerg-2 hingegen den kompletten Verlust der 
Interaktionen von Mutanten wie Δso und Δmak-1 nach (Abb. 3.5.2). Weiterführende Untersuchungen 
hinsichtlich des spezifischen Zusammenhangs zwischen Δerg-2 und SO bzw. MAK-1 könnten sich 
das besondere Verhalten der Fusionsmutante Δham-11 zunutze machen. Im Gegensatz zu allen 
anderen bekannten Mutanten, deren homotypische Zellpopulationen keinerlei gerichtetes Wachstum 
mehr aufweisen, interagieren Δham-11-Keimlinge weiterhin in heterotypischen Ansätzen mit WT-
Zellen (Leeder et al., 2013). Das Gen kodiert für ein Transmembranprotein, welches als ein Initiator 
der Zell-Zell-Interaktionen fungieren könnte, der dabei unter der transkriptionellen Kontrolle von 
MAK-2 und PP-1 steht. Überraschenderweise kommuniziert diese Mutante sogar mit Δso (Louise 
Glass et al., unveröffentlichte Daten), während letztere jedoch nicht mit dem WT interagieren kann 
(Fleissner et al., 2005). Falls der komplette Verlust der Kommunikation von Δerg-2 bei erhöhten 
Temperaturen auf eine selektive Beeinträchtigung von SO zurückzuführen ist, würde die Sterol-
Biosynthese-Mutante unter diesen Bedingungen vermutlich mit Δham-11 wechselwirken können. Auf 
der anderen Seite wäre es denkbar, dass der Zusammenhalt eventuell instabiler Signalkomplexe an der 
Plasmamembran in Δerg-2-Keimlingen durch die Temperaturerhöhung weiter vermindert wird und 
dadurch die Fähigkeit zur Zell-Zell-Kommunikation gänzlich zum Erliegen kommt. 
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Die Defekte von Δerg-2-Keimlingen stehen nicht mit einer Beeinträchtigung von MAK-2 in 
Verbindung (Abb. 3.2.4, Abb. 3.2.14 & Abb. 3.2.21). Das Umwickeln der Keimschläuche nach 
Kontakt korreliert jedoch mit einer zeitlich verlängerten Rekrutierung sowie Phosphorylierung dieser 
MAP-Kinase in der Mutante. Die Aktivität von MAK-2 wird als Voraussetzung für das gerichtete 
Wachstum zwischen N. crassa-Zellen angesehen (Fleissner et al., 2009a). Die vollständige 
Inhibierung einer ATP-Analog-sensitiven Variante von MAK-2 in sich berührenden Δerg-2-Paaren 
würde wahrscheinlich die Umwicklung der Zellen verhindern bzw. beenden, infolgedessen deren 
Keimschläuche aufgrund von negativem Chemotropismus (Roca et al., 2005) voneinander 
wegwachsen würden. Solche Untersuchungen könnten zudem klären, ob eine partielle Blockierung der 
MAK-2-Aktivität in der Mutante die Ausprägung der Zell-Zell-Kontakte und damit deren Fusions-
frequenz verbessern würde, so wie es für heterotypische Zellpaare bestehend aus dem WT und Δerg-2 
beobachtet werden konnte (Weichert, 2011; Abb. 3.2.8). Überraschenderweise ruft auch die 
Expression von MAK-2-GFP-MT (MT: Farnesylierungsmotiv von RAS-1 aus N. crassa) im WT-
Hintergrund ungewöhnliche Zell-Zell-Kontakte hervor, die ansatzweise denen der Δerg-2-Mutante 
ähneln (Julia Illgen geb. Lemanski, unveröffentlichte Daten). Die permanente Lokalisierung dieser 
farnesylierten MAP-Kinase an der Plasmamembran führt zu deren Hyperphosphorylierung, welche die 
Rekrutierung von SO verhindert (Antonio Serrano, unveröffentlichte Daten), wodurch das Δerg-2-
artige Verhalten hervorgerufen werden könnte. Diese Beobachtungen illustrieren das komplexe, noch 
größtenteils unverstandene Zusammenspiel zwischen den Prozessen, die während des Zelldialogs mit 
SO/MAK-1 bzw. MAK-2 assoziiert sind. Obwohl die beiden MAP-Kinasen unterschiedlichen 
Signalkaskaden angehören, stehen sie funktionell miteinander in Verbindung. Es konnte gezeigt 
werden, dass die Aktivität von MAK-2 nicht nur über PP-1 die Expression der Gene mak-1 und mek-1 
induziert, sondern über den STRIPAK-Komplex zudem den Kerneintritt von MAK-1 vermittelt 
(Dettmann et al., 2013; Leeder et al., 2013). Untersuchungen dieser Art stehen in N. crassa jedoch erst 
am Anfang und können noch nicht erklären, inwiefern sich die MAPK-Module um MAK-1 bzw. 
MAK-2, im Speziellen während der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen, gegenseitig beeinflussen. 
Solche als Crosstalk bezeichneten Zusammenhänge zwischen unterschiedlichen Signaltransduktions-
wegen sind unter anderen aus Systemen wie S. cerevisiae bekannt (Saito, 2010) und erfordern eine 
zeitliche und räumliche Regulation der beteiligten Signalproteine, insbesondere über Scaffold-
Proteine, damit das zelluläre Verhalten spezifisch angepasst werden kann. 
In ihrer Gesamtheit könnte das Verhalten von Δerg-2-Keimlingen Beeinträchtigungen sowohl im 
Senden als auch Empfangen eines möglichen Signalmoleküls reflektieren. Im Hinblick auf das 
gegenwärtige Modell der vegetativen Zell-Zell-Kommunikation (Abb. 1.3.2) wäre es jedoch denkbar, 
dass die gestörte Rekrutierung und Lokalisierung von SO in der Mutante einen weniger stark 
ausgeprägten oder suboptimal verteilten Signalgradienten zwischen den Zellen bewirkt (Priegnitz, 
2009). In Folge einer ineffizienten Weiterleitung der Signale würden Δerg-2-Zellen potenzielle 
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Interaktionspartner in der Umgebung nur begrenzt wahrnehmen und Prozesse, über welche das 
gerichtete Wachstum der Keimschläuche angepasst wird, nur unzureichend aktivieren können. Nach 
physischem Kontakt könnte das Ausbleiben einer fokussierten Rekrutierung von SO in Δerg-2 dazu 
führen, dass sich die Zellen trotz Berührung nicht erkennen, im Modus des gerichteten Wachstum 
verbleiben und nachfolgende Schritte der Zell-Zell-Fusion nicht initiieren können. 
 
4.2 SO agiert während des Zelldialogs als potenzielles Scaffold-Protein 
des MAPK-Moduls um MAK-1 
Die MAP-Kinase MAK-1 in N. crassa ist homolog zu Mpk1 (Slt2) in S. cerevisiae, deren Rolle in 
Hefe für die Integrität der Zellwand als Antwort auf wechselnde Umweltbedingungen und 
Stressfaktoren sowie morphologische Veränderungen, welche mit der Polarisation von Zellen in 
Verbindung stehen, detailliert beschrieben worden ist (Levin, 2011). In Hefe werden dabei externe 
Stimuli, unter anderem in Form von mechanischem, osmotischem oder oxidativem Stress, über 
Transmembranproteine, die in die Zellwand hineinragen, wahrgenommen (Rodicio & Heinisch, 2010). 
Die Weiterleitung der Signale ins Zellinnere erfolgt über eine Kaskade aus der an der Membran 
gebundenen GTPase Rho1, GEF-Proteinen, der Proteinkinase Pkc1 und dem MAPK-Modul um Mpk1, 
wodurch die Transkription von Zielgenen reguliert sowie die Beschaffenheit der Zellwand, welche die 
Form der Zelle maßgeblich bestimmt, entsprechend angepasst wird (Levin, 2011). Die durch Stress 
vermittelten Aufgaben des Zellwand-Integritäts-Signalwegs in Hefe sind auch in filamentösen Pilzen 
konserviert. Entsprechende Mutanten sind jedoch nicht nur gegenüber Zellwand-schädigenden 
Verbindungen sensitiv, sondern weisen in Abhängigkeit von der Lebensweise der jeweiligen Pilz-
spezies auch Einschränkungen im vegetativen Wachstum, während der Fruchtkörper-Entwicklung, im 
Sekundärmetabolismus und/oder in der pathogenen bzw. mutualistischen Interaktion mit ihren 
Wirtsorganismen auf (Becker et al., 2014; Dichtl et al., 2016; Lichius et al., 2012a; Luo et al., 2012; 
Maddi et al., 2012; Maerz et al., 2008; Park et al., 2008; Teichert et al., 2014; Turrà et al., 2014; 
Zhang et al., 2015). 
Die Bildung von polarisierten Zellstrukturen während des Matings von S. cerevisiae erfordert 
ebenfalls die Beteiligung dieses Signaltransduktionswegs, wobei eine Reihe von Signalproteinen, 
darunter Mpk1, an die Zellspitzen der Shmoos rekrutiert werden (Levin, 2011; Van Drogen & Peter, 
2002). Die Aktivierung dieser MAP-Kinase korreliert mit der Zellpolarisation der Mating-Partner und 
ist dabei von der Signalkaskade um Fus3, welche direkt auf die Gegenwart von Pheromonen reagiert, 
abhängig (Buehrer & Errede, 1997; Zarzov et al., 1996). Fehlen Faktoren des Zellwand-Integritäts-
Signalwegs, so lysieren Hefe-Zellen in Folge der Pheromon-vermittelten Morphogenese (Errede et al., 
1995; Levin, 2011). So wie das MAPK-Modul um Mpk1 am Mating zwischen Hefe-Zellen beteiligt 
ist, werden die dazu homologen Kinasen in filamentösen Pilzen ebenfalls für die Ausbildung von 
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Anastomosen benötigt (Becker et al., 2014; Hou et al., 2002; Lichius, 2010; Maerz et al., 2008; 
Teichert et al., 2014). Beispielsweise zeigen Mutanten von N. crassa, in welchen die Gene mik-1, 
mek-1 oder mak-1 deletiert sind, einen vollständigen Verlust der Interaktionen zwischen Keimlingen 
bzw. Hyphen (Lichius, 2010; Maerz et al., 2008). Die MAPK-Kaskade um MAK-1 ist dabei sowohl 
für die Kommunikation als auch Fusion zwischen vegetativen Zellen essentiell. Während die MAP-
Kinase aufgrund ihrer Rekrutierung an die Kontaktstelle zwischen Keimlingen wahrscheinlich eine 
Rolle bei der Umstrukturierung der Zellwand einnimmt, ist deren Funktion für die Kompetenz 
und/oder das gerichtete Wachstum jedoch bisher kaum verstanden worden. Im Gegensatz zu MAK-2 
und SO wird MAK-1 erst wenige Minuten vor Berührung der Zellen an die Spitzen der Keim-
schläuche rekrutiert, jedoch konnte dabei kein dynamisches, alternierendes Rekrutierungsmuster 
beobachtet werden (Abb. 3.2.15 & Abb. 3.2.16). Sobald die Zellen in Kontakt treten, kolokalisieren 
diese Proteine hingegen zumindest transient am Fusionspunkt (Abb. 3.2.22). Auch die MAPKK 
MEK-1 (Abb. 3.2.23) wird zusammen mit SO an die Fusionsstelle rekrutiert (Stephanie Herzog, 
unveröffentlichte Daten). Während SO dabei die geringste Verweilzeit an der Kontaktstelle der Zellen 
aufweist, scheinen MAK-1 und MAK-2 zusammen an der Bildung und/oder Aufrechterhaltung der 
Fusionspore beteiligt zu sein (Antonio Serrano, unveröffentlichte Daten). 
Wie in S. macrospora demonstriert werden konnte, stellt das SO-Homolog PRO40 wahrscheinlich ein 
Scaffold-Protein der Zellwand-Integritäts-Kaskade dar (Teichert et al., 2014). Proteine solcher Art 
fungieren in allen eukaryotischen Zellen als molekulare Plattformen, an denen gleichzeitig mehrere 
Signalproteine, darunter Faktoren von MAPK-Kaskaden, binden können, wodurch die Effizienz der 
Signaltransduktion erhöht und die Aktivität der Proteine zeitlich und räumlich konzentriert wird (Dard 
& Peter, 2006; Langeberg & Scott, 2015). So wie HAM-5 in N. crassa als Scaffold-Protein des 
MAPK-Moduls um MAK-2 agiert (Jonkers et al., 2014), könnte das Protein SO daher in ähnlicher Art 
und Weise die Komponenten der Zellwand-Integritäts-Kaskade in räumliche Nähe zueinander bringen 
und darüber deren Aktivität regulieren. Zwar scheint SO in N. crassa genauso wie PRO40 in 
S. macrospora mit der MAPKKK MIK-1 und der MAPKK MEK-1 dieses Signalwegs direkt zu 
interagieren (Ulrike Brandt, unveröffentlichte Daten), jedoch sind in beiden Pilzspezies bisher weder 
der zelluläre Prozess noch der subzelluläre Ort dieser Wechselwirkung bestimmt worden. Aufgrund 
des jeweils vollständigen Verlusts der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen von Δso und den Mutanten 
des MAPK-Moduls um MAK-1 (Fleissner et al., 2005; Maerz et al., 2008) könnten prinzipiell 
sämtliche Schritte im Verlauf der Zell-Zell-Interaktionen von Signalkomplexen reguliert werden, an 
denen SO und MAK-1 gemeinsam beteiligt sind. Basierend auf den Lokalisierungsstudien dieser 
Arbeit wird jedoch vermutet, dass insbesondere nach der Berührung der Interaktionspartner die 
Aktivität dieser MAP-Kinase von SO abhängig sein könnte (Abb. 4.2.1). Da Δerg-2-Keimlinge weder 
SO noch MAK-1 deutlich an die Kontaktstelle der Zellen rekrutieren (Abb. 3.2.5 & Abb. 3.2.15), 
könnte die Funktionalität dieses MAPK-Moduls durch eine Beeinträchtigung seines Scaffold-Proteins 
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gestört werden. Die verminderte Rekrutierung und/oder Aktivierung von MAK-1 in den Zellen der 
Mutante (Abb. 3.2.14B) wäre damit möglicherweise als Konsequenz der gestörten Rekrutierung und 
Fehllokalisierung von SO anzusehen. Passend dazu wird PRO40 in S. macrospora für die volle 
Phosphorylierung dieser MAP-Kinase benötigt (Teichert et al., 2014). 
Während zu SO homologe Proteine nur in filamentösen Ascomyceten vorkommen, fungiert in 
S. cerevisiae der in vielen Pilzen konservierte Polaritätsfaktor Spa2 als eine Art Scaffold-Protein des 
Zellwand-Integritäts-Signalwegs, welcher zusammen mit der MAPK Mpk1 und der MAPKK Mkk1 
unter anderem an den polarisierten Zellspitzen der Shmoos lokalisiert (Van Drogen & Peter, 2002). 
Das Fehlen dieses 180 kDa großen Proteins, welches mehrere Protein-Interaktionsdomänen aufweist, 
stört nicht nur die Zellpolarisation und die Fusionseffizienz während des Matings, sondern verhindert 
auch die Rekrutierung der MAP-Kinase (Chenevert et al., 1994; Gehrung & Snyder, 1990; Sheu et al., 
1998; Van Drogen & Peter, 2002). Da die Aktivierung von Mpk1 in Δspa2-Zellen jedoch lediglich 
verzögert einsetzt und zudem über Faktoren des Fus3-Signalwegs erfolgt, agiert Spa2 wohl in erster 
Linie als eine molekulare Plattform, welche während des Matings den Zellwand-Integritäts-Signalweg 
zeitlich und räumlich mit der Zellpolarisation koppelt (Buehrer & Errede, 1997; Sheu et al., 1998). 
Während Spa2-Homologe in filamentösen Pilzen jedoch eher an der Aufrechterhaltung des 
allgemeinen polaren Wachstum von Hyphen beteiligt sind (Lichius et al., 2012b; Meyer et al., 2008; 
Virag & Harris, 2006) und Δspa-2-Keimlinge von N. crassa zudem keine Defekte während der 
vegetativen Zell-Zell-Interaktionen aufweisen (Maria Victoria Aguilar Pontes, unveröffentlichte 
Daten), wäre es vorstellbar, dass SO eine zu Spa2 in Hefe vergleichbare molekulare Funktion für das 
gerichtete Wachstum der Interaktionspartner einnimmt. Um zu überprüfen, ob eine Störung von SO 
während der Zell-Zell-Kommunikation einen Einfluss auf MAK-1 ausübt, sollten daher die 
subzelluläre Lokalisierung sowie Phosphorylierung dieser MAP-Kinase zusätzlich in den Stämmen 
untersucht werden, in denen die Expression bzw. Stabilität des Proteins manipuliert worden ist (siehe 
Abschnitte 3.2.6 & 3.2.11). Obwohl Spa2 in S. cerevisiae auch an die polarisierten Zellspitzen von 
Δmpk1-Zellen rekrutiert wird (Van Drogen & Peter, 2002), könnte die schwache Rekrutierung und 
starke Fehllokalisierung von SO in Δerg-2-Keimlingen dennoch auch als eine Folge der unzureich-
enden MAK-1-Aktivierung in der Mutante angesehen werden. In einem Stamm, der die ATP-Analog-
sensitive Variante dieser MAP-Kinase exprimiert, könnte die Lokalisierung von SO in Gegenwart des 
Inhibitors analysiert werden. Dadurch ließe sich klären, ob die Fehllokalisierung des Proteins 
spezifisch durch die veränderte Sterol-Zusammensetzung in der Plasmamembran von Δerg-2 
hervorgerufen wird oder eher indirekt auf der verminderten Fähigkeit der Mutante zur Kommunikation 
beruht. Da jedoch weder das Anfügens eines Farnesyl-Ankers noch die verringerte Expression unter 
dem tcu-1-Promotor die Lokalisierung von SO-GFP an die Zellspitzen der Keimlinge beeinflusst, 
obwohl die Zell-Zell-Interaktionen dadurch empfindlich gestört werden (Abb. 3.2.11 & Abb. 3.2.24), 
scheint die Fehllokalisierung von SO in Δerg-2, und damit die verminderte Aktivierung von MAK-1 
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in dieser Mutante, eher durch einen spezifischen Zusammenhang dieses potentiellen Scaffold-Proteins 
mit Membran-Sterolen verursacht zu werden. 
Das mögliche Wechselspiel zwischen der Rekrutierung von SO und der Aktivierung von MAK-1 
korreliert vermutlich mit der subzellulären Lokalisierung dieser Signalproteine. In Säugerzellen 
bewirkt die Membran-Rekrutierung des MAPK-Moduls Raf-MEK-ERK, welches dort über die an der 
Membran gebundenen GTPase Ras aktiviert wird, eine hohe Sensitivität dieses Signaltransduktions-
wegs gegenüber relativ schwachen externen Stimuli. Die Aktivierung dieser Faktoren im Zytoplasma 
erfordert hingegen vergleichsweise große Eingangssignale (Harding et al., 2005). Demnach ist der 
Schwellenwert, der für die Aktivierung dieser MAPK-Kaskade benötigt wird, von deren subzellulärer 
Lokalisierung abhängig. Während die Wechselwirkung dieser Proteine im Zytoplasma begrenzt ist 
und die Aktivierung von MAP-Kinasen zudem durch Phosphatasen inhibiert wird, fördert die 
Membran-Rekrutierung, dass die Signalproteine lokal konzentriert werden, optimal miteinander 
interagieren und von inaktivierenden Faktoren getrennt werden (Caunt & Keyse, 2013; Harding et al., 
2005). Basierend auf diesen Beobachtungen könnte die über möglicherweise SO vermittelte 
Membran-Rekrutierung des MAPK-Moduls um MAK-1 in N. crassa einen Mechanismus darstellen, 
über den die Sensitivität dieses Signalwegs und damit dessen Aktivierung während der vegetativen 
Zell-Zell-Interaktionen reguliert werden (Abb. 4.2.1). Da MAK-1 im Verlauf des gerichteten 
Wachstums im Zytoplasma lokalisiert, ist dessen Phosphorylierung von relativ starken extrazellulären 
Stimuli, darunter vermutlich dem potenziellen Signalpeptid des Zelldialogs, abhängig. Aufgrund der 
Kolokalisierung von MAK-1 und SO an der Berührungsstelle der Interaktionspartner (Abb. 3.2.22) 
konzentriert sich diese Signalkaskade anschließend an der apikalen Plasmamembran, wodurch die 
Sensitivität gegenüber einem relativ schwachen Stimulus, welcher eventuell mit dem physischen 
Kontakt der Zellen in Verbindung steht, deutlich erhöht wird. Erst dadurch können die darauf -
folgenden Schritte der Zell-Zell-Fusion eingeleitet werden (Abb. 4.2.1). Aufgrund der gestörten 
Rekrutierung bzw. Lokalisierung von MAK-1 und SO in Keimlingspaaren von Δerg-2 ist das MAPK-
Modul in den Zellen der Mutante nicht sensitiv genug gegenüber dem kontaktabhängigen Stimulus. 
Dadurch können sich berührende Δerg-2-Keimlinge den Wachstumsstopp nicht vermitteln, infolge-
dessen sie trotz Zell-Zell-Kontakts im Modus des gerichteten Wachstums verbleiben. Aufgrund der 
veränderten Sterol-Zusammensetzung der Mutante kommt es vermutlich nicht zum effizienten Aufbau 
von Membran-ständigen Proteinkomplexen, an denen SO und das MAPK-Modul um MAK-1 beteiligt 
sind. Passend dazu scheint die Aktivierung von MAP-Kinasen in Säugerzellen nicht nur von der 
subzellulären Lokalisierung der Signalproteine, sondern auch von der Größe der Nanodomänen, 
welche die GTPase Ras an der Innenseite der Membran ausbildet, bestimmt zu werden (Tian et al., 
2007). Obwohl nicht genau bekannt ist, welchen Einfluss die Akkumulation des Sterol-Intermediats 
der Δerg-2-Mutante auf die Bildung oder Zusammensetzung solcher Membrandomänen haben könnte,  
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Abb. 4.2.1: Modell zur SO-abhängigen Aktivierung von MAK-1 während der Zell-Zell-Interaktionen.  
Das funktionelle Zusammenspiel zwischen dem MAPK-Modul um MAK-1 und seinem potenziellen Scaffold-
Protein SO während der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen in N. crassa ist von der subzellulären Lokalisierung 
dieser Signalproteine abhängig. A: Im Verlauf des Zelldialogs oszilliert SO zwischen dem Zytoplasma (Z) und 
dem apikalen Bereich der Plasmamembran (PM), wobei es über ein noch unbekanntes Membran-bindendes 
Protein (MBP) an die Lipiddoppelschicht rekrutiert wird. Die Aktivierung der zytoplasmatisch vorliegenden 
MAPK-Kaskade erfolgt über noch unbekannte Stimuli, die zwischen den miteinander interagierenden Zellen 
ausgetauscht werden. Die dadurch phosphorylierte MAP-Kinase MAK-1 gelangt in den Zellkern (ZK) und 
induziert die Expression von Genen, die für den Prozess der Zell-Zell-Kommunikation benötigt werden. Durch 
die Wirkung zytosolischer MAPK-Phosphatasen (MKP) wird die Aktivierung von MAK-1 jedoch begrenzt. 
B: Nach Zell-Zell-Kontakt konzentriert sich das MAPK-Modul über die direkte Interaktion der MAPKKK 
MIK-1 und der MAPKK MEK-1 mit dem Scaffold-Protein SO an der Plasmamembran. Aufgrund dieser 
veränderten subzellulären Lokalisierung wird MAK-1 von den Phosphatasen getrennt, infolgedessen sich die 
Aktivität dieser MAP-Kinase in der Zelle deutlich erhöht. Das daraus resultierende Ausmaß der Signaltrans-
duktion ist trotz einer vermutlich vergleichbaren Intensität des Eingangssignals, welches mit Faktoren der 
Zellwand (ZW) in Verbindung stehen könnte, viel höher als vor der Berührung der Zellen (dargestellt durch die 
unterschiedliche Stärke der Pfeile in A und B). Erst durch die erhöhte Phosphorylierung von MAK-1 wird die 
kontaktabhängige Erkennung der Interaktionspartner vermittelt, wodurch die Zell-Zell-Fusion eingeleitet werden 
kann. Anmerkung: die molekularen Prozesse in der oberen Partnerzelle wurden vereinfacht nicht dargestellt. 
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wird dennoch ersichtlich, dass die Beschaffenheit der Lipiddoppelschicht mit der Aktivierung von 
Signalwegen in Verbindung steht. 
Da von den beiden ERK1/2-ähnlichen MAPK-Kaskaden, die in N. crassa die vegetativen Zell-Zell-
Interaktionen vermitteln, lediglich der Signalweg um MAK-1, jedoch nicht MAK-2, in Δerg-2-
Keimlingen betroffen ist, gibt es Grund zur Annahme, dass auch in anderen Systemen solche 
selektiven Zusammenhänge zwischen Sterolen und Signalproteinen existieren könnten. Während in 
der Hefe S. cerevisiae oder in anderen filamentösen Pilzen jedoch zum gegenwärtigen Zeitpunkt keine 
Untersuchungen dieser Art bekannt sind, ist hingegen der Einfluss von Sterolen auf MAPK-Kaskaden 
in Säugerzellen bereits betrachtet worden. Demnach führt der Mangel an Cholesterol, der etwa durch 
den Sterol-Chelator Methyl-β-Cyclodextrin hervorgerufen wird, in einer bestimmten Art von 
Leukozyten, die durch Interleukine stimuliert werden, zu einer verminderten Aktivierung der MAP-
Kinasen ERK1/2 (p44/42) sowie p38 (Burnham et al., 2014). Auch die starke Zellpolarisation von 
Neutrophilen, die durch die Gegenwart chemotaktisch wirkender Peptide ausgelöst wird, ist über einen 
durch p44/42 regulierten Mechanismus von der Menge an Cholesterol abhängig (Niggli et al., 2004). 
Inwiefern sich jedoch Sterol-Intermediate der Cholesterol-Biosynthese, deren Akkumulation unter 
anderem zu schwerwiegenden Entwicklungsstörungen im Menschen führt sowie mit Erkrankungen 
des Gehirns in Verbindung gebracht wird (Martín et al., 2014; Porter & Herman, 2010), auf das 
Verhalten dieser und weiterer Säugerzellen auswirken, wurde bisher nicht untersucht. Daher leistet die 
im Rahmen dieser Arbeit vorgenommene Analyse von Mutanten der Ergosterol-Biosynthese in 
N. crassa einen wichtigen Beitrag, um den Einfluss einer veränderten Sterol-Zusammensetzung auf 
Signaltransduktionswege, vor allem die in Eukaryoten konservierten MAPK-Kaskaden, zu beleuchten. 
Die vegetativen Zell-Zell-Interaktionen dienen dazu als ein geeignetes Modellsystem, mit welchem 
das Wechselspiel zwischen der Zellmembran und den damit assoziierten Proteinen in Abhängigkeit 
von der Beschaffenheit der Lipiddoppelschicht untersucht werden kann. 
 
4.3 Die kontaktabhängige Zell-Zell-Erkennung erfordert die Aktivierung 
von MAK-1 über Membran-ständige Oberflächenproteine 
Trotz der sich voneinander unterscheidenden morphologischen Merkmale, die Hefen und filamentöse 
Pilze aufweisen, laufen die Schritte der Zell-Zell-Erkennung und -Fusion nach physischem Kontakt 
wahrscheinlich auf eine ähnliche Art und Weise ab. Nachdem sich die miteinander interagierenden, 
polarisierten Zellspitzen berührt haben, signalisieren Oberflächenmerkmale der Zellen, darunter mit 
der Zellwand sowie der Plasmamembran assoziierte Proteine, dass die Partnerzellen in Kontakt 
getreten sind und durch Adhäsionskräfte fest aneinander haften. Infolgedessen werden intrazelluläre 
Signaltransduktionsprozesse in Gang gesetzt, die die Zell-Zell-Fusion einleiten, darunter der hoch-
regulierte, partielle Abbau der Zellwand. 
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Das spezielle Verhalten der Δerg-2-Keimlinge nach Berührung deutet auf Fusionsdefekte hin, die 
noch vor oder eventuell während der Umstrukturierung der Zellwand zum Tragen kommen. 
Zytoplasmatische Invaginationen, wie sie für Zellpaare von Δerg-10a Δerg-10b sowie Δerg-1 
beobachtet worden waren (siehe Abschnitte 3.3 & 4.5), konnten bei dieser Sterol-Biosynthese-Mutante 
von N. crassa nicht festgestellt werden. Mating-Paare der entsprechenden Δerg4-Mutante von 
S. cerevisiae fusionieren ebenfalls kaum miteinander und akkumulieren wahrscheinlich vornehmlich 
frühe Präzygoten, zwischen denen sich noch Zellwandmaterial beider Zellen befindet (Aguilar et al., 
2010; Jin et al., 2008). Im Gegensatz zu vielen anderen Fusionsmutanten von Hefe wurden jedoch für 
Δerg4 keine feinstrukturellen Analysen mittels Elektronenmikroskopie vorgenommen, um das 
Stadium des Fusionsdefekts genauer bestimmen zu können. Entsprechende Untersuchungen von 
Δerg-2-Keimlingspaaren könnten daher klären, ob die Mutation die Umstrukturierung der Zellwand 
zwischen den Partnerzellen beeinträchtigt. Wahrscheinlich wird der partielle Abbau der Zellwand nach 
Berührung nicht initiiert, solange sich die Interaktionspartner noch im Modus des gerichteten 
Wachstums befinden bzw. die Adhäsion der Zellen nicht eingesetzt hat. Nachdem sich miteinander 
interagierende WT-Keimlinge von N. crassa berührt haben, wirken zwischen ihnen Torsionskräfte, die 
sich vor allem in Flüssigkultur durch die sprunghafte Rotation einer Zelle entlang der Kontaktstelle 
mit der anderen Zelle bemerkbar macht (Lichius, 2010). Dieses Phänomen könnte die erfolgreiche 
Adhäsion der Interaktionspartner anzeigen und durch mechanischen Stress, der in Folge einer 
Umstrukturierung der Zellwand nach physischem Kontakt entsteht, ausgelöst werden. Da diese 
Drehbewegung in Keimlingspaaren, in denen MAK-1 unmittelbar vor Zell-Zell-Kontakt inhibiert 
wird, nicht hervorgerufen wird (Lichius, 2010), und miteinander interagierende Δerg-2-Zellen eine 
verminderte Phosphorylierung dieser MAP-Kinase aufweisen (Abb. 3.2.14B), wird vermutet, dass die 
Mutante diese Rotationsbewegung in einem geringeren Ausmaß zeigen würde. Entsprechende Unter-
suchungen von Keimlingspaaren in Flüssigkultur könnten erste Hinweise darauf geben, ob der noch 
unzureichend verstandene Prozess der Zell-Zell-Adhäsion in Δerg-2-Keimlingen betroffen sein 
könnte. In S. cerevisiae vermittelt während des Matings ein Paar aus zwei Adhäsin-Proteinen, dem 
α- bzw. a-Agglutinin, das feste Anheften der Interaktionspartner nach Zell-Zell-Kontakt (Dranginis 
et al., 2007). Diese Glycoproteine sind über ihre GPI-Anker mit dem äußeren Bereich der Zellwand 
kovalent verknüpft und tragen zur hohen Fusionseffizienz zwischen Hefezellen bei, sind jedoch 
generell dafür entbehrlich (Cappellaro et al., 1994; Lipke et al., 1989). Ob Keimlinge und Hyphen von 
N. crassa einen zu Hefe ähnlichen Mechanismus der Zell-Zell-Adhäsion durchlaufen, ist jedoch völlig 
offen. Möglicherweise könnten die für filamentöse Pilze spezifischen Hydrophobine, die Bestandteil 
der Zellwand sind, eine wichtige Rolle in diesem Prozess einnehmen (Linder et al., 2005). 
Nachdem die Adhäsion der Zellen manifestiert worden ist, kann deren Fusion eingeleitet werden. Da 
die Zell-Zell-Fusion mit Veränderungen in der Zellhülle einhergeht, bedarf es einer ausgewogenen 
Balance zwischen abbauenden und aufbauenden Reaktionen in der Zellwand, um die Lysis der 
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Interaktionspartner zu verhindern. Tatsächlich scheint SO in N. crassa mit dem potenziellen Chitin-
Synthase-Regulator CSR-3 zu interagieren (Stephanie Herzog, unveröffentlichte Daten), welcher an 
den durch Chitin-Synthasen vermittelten Aufbau dieses Polymers in der Zellwand beteiligt sein 
könnte. Passend dazu können Ablagerungen von Chitin, welches für die Integrität der Zellwand in 
Pilzen benötigt wird (Bowman & Free, 2006), in der unmittelbaren Nähe der Kontaktstelle von 
Keimlingspaaren festgestellt werden (Lichius, 2010). Da CSR-3 und MAK-1 zudem an der 
Berührungsstelle der Zellen in einer ringförmigen Art und Weise kolokalisieren (Stephanie Herzog, 
unveröffentlichte Daten), wäre es möglich, dass der Regulator durch die MAP-Kinase direkt 
phosphoryliert wird und erst dadurch seine Funktion während der Zell-Zell-Fusion entfalten kann. 
Wahrscheinlich wird CSR-3, ähnlich wie MAK-1, in Δerg-2-Zellpaaren nicht rekrutiert. Daher könnte 
es als ein Markerprotein genutzt werden, dessen Rekrutierung erst als Antwort auf die kontakt-
abhängige Zell-Zell-Erkennung erfolgt. Vermutlich bereitet die Rekrutierung von SO an die 
Kontaktstelle der Keimlinge den Fusionspunkt für MAK-1 vor und ermöglicht dadurch erst die 
regulierte Umstrukturierung der Zellwand. Da sowohl SO als auch MAK-1 in Δerg-2-Keimlingen 
beeinträchtigt sind, kann in der Mutante dieser Schritt der Zell-Zell-Fusion jedoch nicht eingeleitet 
werden. 
Die Umstrukturierung der Zellwand in S. cerevisiae wird über mehrere Oberflächenproteine, die auch 
als Zellwandsensoren bezeichnet werden und den Signaltransduktionsweg um Mpk1 aktivieren, 
vermittelt (Levin, 2011; Rodicio & Heinisch, 2010). Der N-terminale, extrazelluläre Bereich dieser 
Transmembranproteine ragt in die Zellwand hinein und könnte dabei als eine Art Mechanosensor 
agieren, der Veränderungen in der Struktur der Zellwand wahrnimmt und an das kurze C-terminale 
Ende, welches mit zytoplasmatischen Faktoren interagiert, weiterleitet. Während das Protein Wsc1 in 
Hefe vorrangig an der durch Zellwand-Stress vermittelten Aktivierung von Mpk1 beteiligt ist, wird 
Mid2 zusätzlich an die polarisierten Zellstrukturen von Mating-Partnern rekrutiert und nimmt daher 
eine spezifische Rolle für die Integrität der Zellwand während dieses Prozesses ein (Rodicio & 
Heinisch, 2010). Im Gegensatz zum detaillierten Verständnis dieser Signaltransduktionsprozesse in 
S. cerevisiae stehen die Untersuchungen zur Regulation der MAPK-Kaskade um MAK-1 in N. crassa 
und deren Homologen in anderen filamentösen Pilzspezies erst am Anfang. Bisherige Studien konnten 
in erster Linie zu dieser Hefe homologe Oberflächenproteine identifizieren, die vermutlich ebenfalls 
für die Phosphorylierung dieser MAP-Kinase benötigt werden (Dichtl et al., 2016; Maddi et al., 2012). 
In N. crassa wird die durch Zellwand-Stress induzierte Aktivierung dieses Signalmoduls durch das 
Transmembranprotein WSC-1 vermittelt, welches jedoch nicht an den Keimlingsinteraktionen 
beteiligt ist. Stattdessen ist die mit der vegetativen Zell-Zell-Kommunikation in Verbindung stehende 
Funktion von MAK-1 von HAM-7, welches über einen GPI-Anker vermutlich mit der Außenseite der 
Plasmamembran assoziiert ist, abhängig (Fu et al., 2014; Maddi et al., 2012). Interessanterweise 
vermindert auch die Deletion von erg-2 lediglich die Phosphorylierung von MAK-1 in miteinander 
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interagierenden Keimlingen (Abb. 3.2.14), jedoch nicht diejenige in Kulturen, die Stressbedingungen 
ausgesetzt sind, welche ebenfalls eine erhöhte Aktivierung dieser MAP-Kinase erfordern 
(Abb. 3.2.27). Da Proteine mit GPI-Verankerung bevorzugt in Sterol-reichen Membrandomänen 
vorliegen und unter anderem für Signaltransduktionsprozesse von Bedeutung sind (Taylor & Hooper, 
2011), scheint HAM-7 unter den bisher bekannten Faktoren, die für die Zell-Zell-Kommunikation 
benötigt werden, der aussichtsreichste Kandidat zu sein, um die Defekte von Δerg-2 erklären zu 
können. Demnach wäre es vorstellbar, dass die veränderte Sterol-Zusammensetzung der Mutante die 
Lokalisierung und/oder Funktionalität dieses Proteins beeinträchtigt, infolgedessen MAK-1 nur in 
einem stark verminderten Ausmaß aktiviert werden könnte (siehe Abschnitt 4.4 & Abb. 4.4.1). 
Folglich würden Δerg-2-Zellen einen Zustand widerspiegeln, der sich zwischen dem des WT-Stamms 
und der Δham-7-Mutante befinden würde. Vorläufige Untersuchungen, bei denen durch die 
wahrscheinlich verminderte Expression des ham-7-Gens unter dem tcu-1-Promotor ein Δerg-2-
ähnliches Verhalten hervorgerufen wurde, unterstützen diese Annahme (Abb. 3.2.25). Mittels Anti-
Phospho-Western-Blotting sollte überprüft werden, ob die Expression dieses Gens mit dem Ausmaß 
der Aktivierung von MAK-1 korreliert. Der Versuch, ham-7 unter der Kontrolle des konstitutiven, 
relativ starken tef-1-Promotors in Δerg-2 überzuexprimieren, um die MAK-1-Aktivierung möglicher-
weise wieder steigern zu können, bewirkte keine Veränderung des Verhaltens der Mutante (nicht 
gezeigte Daten). Keimlinge von Primärtransformanten des Genotyps Δham-7 Ptef-1-ham-7 
interagierten jedoch miteinander und wiesen teilweise Δerg-2-ähnliche Zell-Zell-Kontakte auf, die 
durch eine dosisabhängige Expression von ham-7 in solchen Heterokaryen zu erklären sind (nicht 
gezeigte Daten). Vermutlich liegt in der Membran der Sterol-Biosynthese-Mutante ausreichend 
HAM-7 vor, jedoch wäre es möglich, dass das Protein aufgrund veränderter Membran-Eigenschaften 
keine stabilen Komplexe ausbilden kann, die für eine robuste Aktivierung von MAK-1 benötigt 
werden (Abb. 4.4.1). Die Oligomerisierung von GPI-verankerten Proteinen zu hochmolekularen 
Komplexen wird jedoch durch Sterole stimuliert und ist Voraussetzung dafür, dass diese Proteine 
stabil mit Membrandomänen assoziiert sind, welche an apikale Bereiche der Zelle rekrutiert werden 
(Zurzolo & Simons, 2016). Nachfolgende Untersuchungen sollten sich verstärkt der subzellulären 
Lokalisierung von HAM-7 während der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen in N. crassa widmen. 
Basierend auf den im Rahmen dieser Arbeit vorgenommenen Klonierungsstrategien (siehe 
Abschnitt 3.2.11) und den in der Literatur beschriebenen Ansätzen, um GPI-verankerte 
Membranproteine mit GFP zu fusionieren (Frey et al., 2015; Martínez-Núñez & Riquelme, 2015), 
sollte ein funktionelles Konstrukt erstellt werden können, welches mittels Live-cell imaging lokalisiert 
werden kann. Unter anderem wurde das zu HAM-7 homologe Protein SymB in E. festucae über die 
Integration von GFP zehn Aminosäuren upstream von  dessen Omega-Stelle, an welche der GPI-
Anker angefügt wird, erfolgreich an den Zellspitzen miteinander interagierender Fusionshyphen 
detektiert (Kimberly Green, Barry Scott et al., unveröffentlichte Daten). Möglicherweise wird HAM-7 
nur vermindert an die Zellspitzen von Δerg-2-Zellpaaren rekrutiert und/oder fehllokalisiert in einer mit 
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MAK-1 bzw. SO vergleichbaren Art und Weise entlang der Plasmamembran. Ob und wie sehr ein 
Protein mit Sterol-reichen Membran-domänen wechselwirkt, hängt allgemein nicht nur von dessen 
möglicher Lipid-Modifikation oder Struktur ab, sondern wird auch durch die Interaktion mit anderen 
Proteinen in oder an der Membran beeinflusst (Lorent & Levental, 2015; Nicolson, 2014). Daher 
könnte ein zu HAM-7 ähnliches Szenario für die Transmembranproteine HAM-6 und HAM-8 gelten, 
die ebenfalls an der Aktivierung von MAK-1 während des Zelldialogs beteiligt zu sein scheinen (Fu 
et al., 2014), für die aber nicht bekannt ist, ob sie miteinander interagieren und/oder HAM-7 
beeinflussen. Eine unter dem tcu-1-Promotor verminderte Expression von ham-6 bzw. ham-8 in 
entsprechenden Deletionsmutanten würde vermutlich ähnlich wie der Ansatz mit ham-7 zu Δerg-2-
ähnlichen Defekten zwischen miteinander interagierenden Keimlingen und Hyphen führen 
(Abb. 3.2.25). Analog dazu sollte mit dem Ptcu-1-Expressionssystem in zukünftigen Arbeiten 
überprüft werden, welche der an den Zell-Zell-Interaktionen beteiligten Faktoren ebenfalls dem 
Signaltransduktionsweg um MAK-1, und damit möglicherweise Membran-Sterolen, zugeordnet 
werden können, um das Verständnis über das molekulare Netzwerk dieses Prozesses zu erweitern. 
Während Δerg-2 die Funktion von MAK-1 und SO während der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen 
stark beeinträchtigt, werden die mit Zellwand- oder Zellmembran-Stress verbundenen Aufgaben dieser 
Proteine durch die Deletion jedoch nicht gestört (siehe Abschnitt 3.2.12). In S. cerevisiae vermitteln 
verschiedene Zellwandsensorproteine die Antwort der MAPK-Kaskade um Mpk1 auf unterschiedliche 
Stressfaktoren (Rodicio & Heinisch, 2010). Da diese Proteine aufgrund ihrer Transmembrandomänen 
prinzipiell mit Sterol-reichen Membrandomänen assoziiert sein könnten, würde eine veränderte 
Membran-Zusammensetzung deren Funktionalität durchaus beeinflussen können. Kulturen von Δerg-2 
sind uneingeschränkt zur Phosphorylierung von MAK-1 in Gegenwart von oxidativem Stress befähigt 
(Abb. 3.2.27). Daher stört die Mutation wahrscheinlich nicht die Funktion des Transmembranproteins 
WSC-1, welches an dieser Art der Aktivierung der MAP-Kinase beteiligt sein könnte. Jedoch führt die 
Deletion von erg-2 ähnlich wie die von mak-1 zu einer erhöhten Sensitivität gegenüber dem Chitin-
Inhibitor CFW (Abb. 7.2.14), wobei entsprechende Doppelmutanten sogar eine noch größere Ein-
schränkung des Wachstums aufweisen (nicht gezeigte Daten). Da diese Tests jedoch auf Sorbose-
reichem Medium, welches zusätzlich osmotischen Stress bewirkt, durchgeführt worden waren, und 
einige Sterol-Biosynthese-Mutanten von N. crassa empfindlich auf diese Bedingungen reagieren 
(Weichert, 2011), kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei Δerg-2 um einen unspezifischen 
Effekt handelt. Weiterführende Untersuchungen mit CFW und anderen Zellwand-schädigenden 
Agenzien, darunter Congo Red, Caspofungin und Zymolase, sollten daher auf MM vorgenommen 
werden, um klären zu können, ob Δerg-2 wirklich sensitiv auf Zellwand-Stress reagiert. 
Da das Fehlen von SO in N. crassa bzw. PRO40 in S. macrospora hingegen keine Sensitivität 
gegenüber CFW zur Folge hat (Abb.7.2.4; Teichert et al., 2014), scheint das Protein nicht mit der 
durch MAK-1 vermittelten Integrität der Zellwand in Verbindung zu stehen. Dennoch sind SO-
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Homologe in filamentösen Pilzen zusätzlich zu ihrer Funktion während der Zell-Zell-Interaktionen an 
der Antwort auf unterschiedliche Stress-Faktoren beteiligt (Engh et al., 2007; Fleissner & Glass, 2007; 
Huang et al., 2013; Maruyama et al., 2010). Im Gegensatz zu seiner starken Beeinträchtigung in 
miteinander interagierenden Δerg-2-Keimlingen (Abb. 3.2.5) wird SO robust an die Septen verletzter 
Hyphen dieser Mutante von N. crassa rekrutiert (Abb. 3.2.26). Umso erstaunlicher ist die 
Beobachtung, dass selbst in Keimlingen der Mutante, die der Plasmamembran-schädigenden 
Verbindung Nystatin ausgesetzt worden sind (Bolard, 1986), das Protein wie im WT an den 
Zellspitzen vorzufinden ist und nicht entlang der Zellperipherie fehllokalisiert (Abb. 3.2.28B & C). 
Daher scheint die veränderte Sterol-Zusammensetzung von Δerg-2 spezifisch die für den Zelldialog 
benötigte Funktion des Proteins zu stören, nicht jedoch dessen mit Stressfaktoren in Verbindung 
stehenden Aufgaben. Vermutlich assoziiert SO in Abhängigkeit von seiner molekularen Funktion mit 
variierenden Proteinkomplexen, die auf unterschiedliche Art und Weise an der Plasmamembran 
aktiviert werden und daher nicht gleichermaßen durch eine veränderte Sterol-Zusammensetzung 
beeinflusst werden. Es wäre denkbar, dass SO spezifisch während der vegetativen Zell-Zell-
Kommunikation und -Fusion als Scaffold-Protein des MAPK-Moduls um MAK-1 fungiert (siehe 
Abschnitt 4.2). Da die entsprechenden Fusionsmutanten zusätzlich ausgeprägte Fertilitätsdefekte 
aufweisen (Fleissner et al., 2005; Maerz et al., 2008), könnte dieser Signaltransduktionsweg während 
der geschlechtlichen Entwicklung ebenfalls mit SO in Zusammenhang stehen (siehe Abschnitt 4.7). 
Die mit Zellwand-Stress assoziierten Aufgaben dieser MAP-Kinase könnten dagegen über deren 
Interaktion mit anderen Proteinen vermittelt werden. Zukünftige Protein-Protein-Interaktionsstudien 
auf Basis unterschiedlicher Kultivierungsbedingungen und Zelltypen werden einen Einblick in die 
molekularen Netzwerke, an denen insbesondere SO und MAK-1 beteiligt sind, ermöglichen. 
 
4.4 Eine zusätzliche Doppelbindung in der Seitenkette von Ergosterol 
könnte die Membran-Fluidität erhöhen 
Die Untersuchung von Sterol-Biosynthese-Mutanten wirft allgemein die Frage auf, inwiefern sich 
Veränderungen auf Ebene dieser essentiellen Membranbestandteile phänotypisch bemerkbar machen. 
Sterole regulieren die grundlegenden biophysikalischen Eigenschaften der Lipiddoppelschicht 
(Dufourc, 2008). Die Unterbrechung ihrer Biosynthese führt nicht nur zum Mangel des jeweiligen 
Endprodukts, sondern auch zur Akkumulation von Vorstufen, die in Abhängigkeit von ihrer struktu-
rellen Beschaffenheit einen unterschiedlichen Einfluss auf die Membran ausüben. Demnach könnten 
sich Sterol-Intermediate anreichern, die entweder das Fehlen des Endprodukts größtenteils kompen-
sieren können oder aber deutlich veränderte Membran-Eigenschaften zur Folge haben, die weit-
reichende Auswirkungen für die Zelle mit sich bringen. Ob sich Mutationen im Biosyntheseweg der 
Sterole phänotypisch äußern, hängt jedoch nicht nur von der Struktur oder Menge dieser Lipide ab, 
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sondern auch von der Art der Zelle und ihrer Umgebung. Neben pleiotropen Defekten, welche der 
Mangel eines bestimmten Sterols hervorrufen kann, treten individuelle Ausprägungen im zellulären 
Verhalten zum Vorschein, die mit den Eigenschaften der sich akkumulierenden Sterol-Intermediate in 
Zusammenhang zu stehen scheinen. 
Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Mutanten der Ergosterol-Biosynthese von N. crassa 
wurden in erster Linie hinsichtlich ihres Verhalten während der vegetativen Zell-Zell-Kommunikation 
und -Fusion miteinander verglichen. Basierend auf den Vorarbeiten einer vorherigen Studie (Weichert, 
2011) konnte bestätigt werden, dass die Defekte von Δerg-2 nicht auf den Mangel an Ergosterol 
zurückzuführen sind, sondern mit der Akkumulation eines Sterol-Intermediats in Verbindung stehen, 
welches eine zusätzliche Doppelbindung in der Seitenkette des Moleküls aufweist. Ergosta-
5,7,22,24(28)-tetraenol ist eine direkte Vorstufe von Ergosterol, die in N. crassa durch das Enzym 
ERG-2 zum Endprodukt umgesetzt wird (Abb. 1.4.2A). Genauso wie in WT-Keimlingen reichert sich 
diese Vorstufe an den Zellspitzen der Δerg-2-Mutante an (Abb. 1.4.2B). Da sich zudem weder die 
Gesamtmenge der von der Mutante synthetisierten Sterole (Abb. 3.5.1C) noch deren makroskopische 
Erscheinung vom WT unterscheidet (Abb. 3.1.1), wird vermutet, dass dieses Sterol-Intermediat 
prinzipiell den Mangel an Ergosterol ausgleichen kann. Auch andere Sterole, wie etwa das sich in 
Δerg-11 akkumulierende Ergosta-5,7-dienol sowie Ergosta-5,7,24(28)-trienol in der Doppelmutante 
Δerg-2 Δerg-11 (Abb. 1.4.2A), scheinen mit Ergosterol vergleichbare Eigenschaften zu besitzen und 
dessen Fehlen grundsätzlich kompensieren zu können. 
Nichtsdestotrotz beeinträchtigt die veränderte Sterol-Zusammensetzung von Δerg-2 maßgeblich das 
zelluläre Verhalten auf Ebene der Keimlingsinteraktionen. Während die allgemeine Zellpolarisation 
nicht betroffen ist, weisen die Keimlinge der Mutante ein deutlich vermindertes Ausmaß gerichteten 
Wachstums auf (Abb. 3.1.3B). Demzufolge unterstützt Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol zwar weiterhin 
die generellen Mechanismen zum Aufbau und zur Aufrechterhaltung der Polarität von Keimlingen und 
Hyphen, jedoch ermöglicht dieses Sterol-Intermediat im Vergleich zu Ergosterol nur begrenzt die 
dynamische Anpassung der Wachstumsrichtung während des Zelldialogs. Um genauer zu verstehen, 
welchen differenzierten Einfluss Δerg-2 auf das polare bzw. gerichtete Wachstum nimmt, könnte die 
Lokalisierung von entsprechenden Markerproteinen in der Mutante vorgenommen werden. In 
A. nidulans scheinen Sterol-reiche Membrandomänen an der apikalen Lokalisierung von Zellend-
Markerproteinen, darunter das prenylierte Protein TeaR, welches für das polare Wachstum der Hyphen 
essentiell ist, beteiligt zu sein (Takeshita et al., 2008). Die Behandlung mit dem Polyen-Fungizid 
Filipin ruft zudem ausgeprägte Polaritätsdefekte hervor, die jedoch in N. crassa für Δerg-2-Hyphen 
nicht beobachtet werden konnten (nicht gezeigte Daten). Daher wird davon ausgegangen, dass das 
Sterol-Intermediat in der Mutante das allgemeine polare Wachstum unterstützt und darüber hinaus die 
Funktionalität weiterer Proteine wie BNI-1, SPA-2, CDC-42 oder BEM1, die in Pilzen mit der 
Zellpolarisation in Verbindung stehen (Araujo-Palomares et al., 2011; Lichius et al., 2012b; Schürg 
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et al., 2012), nicht stört (Abb. 7.2.8). Im Gegensatz dazu könnten in Δerg-2 Faktoren und Mechanis-
men, welche vorrangig das gerichtete Wachstum regulieren, spezifisch beeinträchtigt sein. Von den in 
filamentösen Pilzen wie N. crassa konservierten GTPasen CDC-42 und RAC-1 ist die Aktivität 
letzterer von besonderer Bedeutung für die vegetativen Zell-Zell-Interaktionen und -Fusionen (Lichius 
et al., 2014). Da die Lokalisierung aktivierter GTPasen entlang der miteinander interagierenden 
Keimlingsspitzen dem gerichteten Wachstum vorausgeht, könnte die räumliche und zeitliche 
Verfolgung der subzellulären Position dieser Proteine Aufschluss darüber geben, inwiefern Δerg-2-
Zellen diesbezüglich betroffen sind. Um das verminderte gerichtete Wachstum der Mutante 
detaillierter darzustellen, wäre es zudem möglich, vor Zell-Zell-Kontakt einen Interaktionswinkel zu 
bestimmen, welcher die Neuausrichtung der Keimschläuche bezüglich der Zellpolaritätsachse 
beschreibt. Vorläufigen Analysen zufolge weisen Δerg-2-Keimlinge im Vergleich zu WT-Zellpaaren 
signifikant kleinere Interaktionswinkel auf (nicht gezeigte Daten), was den Defekt der Mutante im 
gerichteten Wachstum widerspiegelt. 
Möglicherweise reguliert in filamentösen Pilzen ein Membran-ständiger ROS-generierender NOX-
Komplex, der direkt mit Faktoren des polaren Wachstums wechselwirkt und MAPK-Kaskaden 
aktiviert, die vegetativen Zell-Zell-Interaktionen (Fleißner & Herzog, 2016; Weichert & Fleißner, 
2015). Über einen noch unbekannten Mechanismus könnten demnach in N. crassa-Keimlingen 
NOX-1 und NOR-1 an der zeitlich und räumlich definierten Bildung von ROS beteiligt sein, infolge-
dessen das gerichtete Wachstum der Zellen induziert, angepasst oder aufrechterhalten wird. In Δerg-2-
Keimlingen kann genauso wie im WT die Bildung von Superoxid-Radikal-Anionen detektiert werden 
(Abb. 3.6.1C), sodass die Mutante prinzipiell über die Grundlagen eines solchen Signalprozesses zu 
verfügen scheint. Neben ihrer spezifischen Funktion für die Differenzierung und Entwicklung 
eukaryotischer Zellen birgt die Bildung von ROS das Risiko von übermäßigen Oxidationsreaktionen, 
welche Proteine und andere Moleküle irreversibel schädigen können (Schieber & Chandel, 2014). Da 
die NOX-Komplexe in Pilzen unter anderem an der Plasmamembran, welche den Großteil der Sterole 
beherbergt, vorzufinden sind (Jacquier & Schneiter, 2012; Marschall & Tudzynski, 2016; van Meer 
et al., 2008), wäre es vorstellbar, dass diese Lipide an ihren Doppelbindungen ebenfalls oxidiert 
werden. Vor allem 7-Dehydrocholesterol, eine Vorstufe in der Biosynthese von Cholesterol, welche 
über eine zusätzliche Doppelbindung im Ringsystem verfügt und dessen Akkumulation in Menschen 
das Smith-Lemli-Opitz-Syndrom hervorruft, wird durch freie Radikale oxidiert (Xu & Porter, 2015). 
Die hohe Reaktivität der konjugierten Doppelbindung dieses Sterol-Intermediats gegenüber ROS 
bringt verschiedene Oxysterole hervor, die unter anderem schädliche Addukte mit Proteinen ausbilden 
können und vermutlich zum Krankheitsbild beitragen. Aufgrund seiner konjugierten Doppelbindung 
in der Seitenkette könnte das Intermediat Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol in der Δerg-2-Mutante von 
N. crassa daher ebenfalls besonders reaktiv gegenüber ROS sein und beispielsweise in einer [4+2]-
Cycloaddition durch Singulett-Sauerstoff (1O2), welcher durch enzymatische und nichtenzymatische 
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Reaktionen hervorgehen kann, oxidiert werden (Onyango, 2016; Xu & Porter, 2015). Dadurch würde 
die aliphatische, hydrophobe Kette des Sterols, welche in den inneren Bereich der Lipiddoppelschicht 
ragt, einen polaren Charakter annehmen, infolgedessen sich die Membran-Eigenschaften dramatisch 
verändern würden. Der Versuch, oxidierte Sterol-Intermediate in Δerg-2-Kulturen nachzuweisen, 
erwies sich jedoch als erfolglos (nicht gezeigte Daten), vermutlich da Verbindungen solcher Art im 
Allgemeinen nur in sehr geringen Mengen gebildet werden und äußerst kurzlebig sind (Sevanian et al., 
1994). Mittels geeigneter Detektionsverfahren sollte gezielt versucht werden, oxidierte Sterol-
Verbindungen in N. crassa nachzuweisen. Da auch Ergosterol über eine konjugierte Doppelbindung 
im Ringsystem verfügt, würde dieses Sterol in Pilzen, ähnlich wie 7-Dehydrocholesterol in 
Körperzellen des Menschen, ebenfalls mit ROS reagieren können. Tatsächlich wird Ergosterol in vivo 
unter photooxidativen Stressbedingungen zu oxidierten Reaktionsprodukten umgewandelt, welche 
wahrscheinlich die Eigenschaften der Plasmamembran nicht mehr unterstützen und daher zum Zelltod 
führen (Böcking et al., 2000; Trigos & Ortega-Regules, 2002). Abgesehen von diesen schädlichen 
Wirkungen von Oxysterolen gibt es darüber hinaus Hinweise darauf, dass oxidierte Varianten von 
Cholesterol spezielle Funktionen innerhalb der Zellen ausüben, indem sie mit bestimmten Rezeptor-
proteinen interagieren und dadurch unter anderem den Lipidmetabolismus, den Transport von 
Vesikeln sowie Signalprozesse regulieren (Olkkonen & Hynynen, 2009). Ein mögliches Übermaß an 
Oxidation von Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol, welches über die physiologische Wirkung oxidierter 
Sterole hinausgeht, würde jedoch zu einer Beeinträchtigung der Zellstruktur, insbesondere der 
Plasmamembran, führen und dadurch Prozesse, die mit dem gerichteten Wachstum zwischen 
Interaktionspartnern in Verbindung stehen, beeinträchtigen. Da die Gegenwart des Antioxidans 
Ascorbinsäure, welches ROS unschädlich macht, jedoch zu keiner Verbesserung des Verhaltens der 
Δerg-2-Keimlinge führt, sondern stattdessen das Interaktionsvermögen der Zellen vermindert 
(Abb. 3.6.1B), ist davon auszugehen, dass feinregulierte Mengen an oxidierten Molekülen nötig sind, 
um bestimmte zelluläre Prozesse aufrechtzuerhalten. Zum besseren Verständnis der Bedeutung von 
ROS für die Zellen sollten anstelle der in dieser Arbeit verwendeten NBT-Färbung (Munkres, 1990) 
geeignetere Live-cell imaging-Verfahren eingesetzt werden, um die räumliche und zeitliche Verteilung 
von ROS in vivo darzustellen. Die Expression einer gegenüber dem Redox-Status sensitiven Variante 
von GFP (Hanson et al., 2004) in WT- und Δerg-2-Keimlingen könnte Aufschluss darüber geben, ob 
die Bildung von ROS einer eventuell zu MAK-2 ähnlichen subzellulären Dynamik unterworfen ist und 
inwiefern sich die veränderte Sterol-Zusammensetzung der Mutante darauf auswirkt. 
Die Bewegung von Molekülen und Proteinen innerhalb einer Membran wird maßgeblich durch die 
strukturellen Merkmale der Lipide und deren Interaktionen untereinander bestimmt (Mannock et al., 
2010; Nicolson, 2014; van Meer et al., 2008). Da auch die Beschaffenheit der aliphatischen Kette von 
Sterolen die Fluidität der Lipiddoppelschicht beeinflusst (Mannock et al., 2010), könnte sich die 
Akkumulation von Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol in Δerg-2 auf die Diffusion von Membranbestand-
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teilen auswirken. Im Vergleich zu Cholesterol enthält Ergosterol sowohl eine Doppelbindung als auch 
eine zusätzliche Methylgruppe in seiner Seitenkette, welche zusammen zur eher starren und sperrigen 
Konformation in diesem Teil des Moleküls beitragen. Aufgrund dessen erhöht sich die Ordnung der 
Acyl-Ketten der umgebenden Phospholipide, mit denen Ergosterol über nichtkovalente Wechsel-
wirkungen interagiert, wodurch die freie Beweglichkeit dieser Moleküle begrenzt wird (Cournia et al., 
2007; Czub & Baginski, 2006). Basierend auf diesem Zusammenhang wurde vermutet, dass die 
zusätzliche Doppelbindung in Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol zu einer noch geringeren Flexibilität der 
Seitenkette führt, infolgedessen die Packungsdichte der Lipiddoppelschicht noch weiter zunehmen 
würde (Aguilar et al., 2010). Demzufolge wären Membranen mit diesem Sterol-Intermediat kompakter 
als solche, die Ergosterol enthalten, wodurch die laterale Diffusion von Proteinen und Lipiden 
vermindert werden würde. Da diese Annahme jedoch bisher nicht experimentell überprüft worden ist 
und methodisch mitunter eine Herausforderung darstellt, wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal 
versucht, dem Einfluss dieses strukturellen Merkmals auf die Membran-Fluidität lebender Zellen 
näher zu kommen. Durch die Erhöhung der Umgebungstemperatur, welche allgemein das 
Fließverhalten von Membranen steigert (Berg et al., 2002), sollte den möglicherweise verminderten 
Diffusionseigenschaften in der Plasmamembran von Δerg-2 entgegengewirkt und damit das Verhalten 
der Mutante verbessert werden. Unerwarteterweise führten diese Bedingungen jedoch zum nahezu 
vollständigen Verlust der Zell-Zell-Interaktionen zwischen den Keimlingen der Mutante, ein 
Phänomen, welches spezifisch mit der Akkumulation von Sterolen mit einer konjugierten Doppel-
bindung in der Seitenkette korrelierte und nicht durch andere strukturelle Merkmale hervorgerufen 
wurde (Abb. 3.5.2B). Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass Ergosta-5,7,22,24(28)-
tetraenol bereits unter moderaten Temperaturen die Membran-Fluidität vergrößert (und nicht 
erniedrigt). Infolgedessen würde die freie Beweglichkeit der Membranbestandteile in der Mutante 
durch erhöhte Temperaturen dermaßen übersteigert werden, dass Prozesse wie das gerichtete 
Wachstum kaum noch aufrechterhalten werden könnten. Die Cholesterol-Vorstufe Desmosterol, 
welche im Vergleich zum Endprodukt lediglich eine zusätzliche Doppelbindung in der Seitenkette 
aufweist und dessen Akkumulation ebenfalls mit einer seltenen, schwerwiegenden Entwicklungs-
störung im Menschen in Verbindung steht (Herman & Kratz, 2012; Porter & Herman, 2010), 
vermindert die Packungsdichte von Phospholipiden, wodurch die laterale Diffusion dieser Moleküle 
zunimmt und Membrandomänen weniger stabil sind (Scheidt et al., 2005; Vainio et al., 2006). 
Ursache dafür ist der erhöhte Neigungswinkel von Desmosterol senkrecht zur Ebene der Lipid-
doppelschicht, welcher auf eine im Vergleich zu Cholesterol weniger geordnete, flexiblere Seitenkette 
zurückzuführen ist. In Analogie dazu wäre es daher vorstellbar, dass sich die Ergosterol-Vorstufe 
Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol aufgrund ihrer zusätzlichen Doppelbindung eher geneigt in der 
Membran einbettet, wodurch die umgebenden Lipide weniger kompakt angeordnet wären und sich die 
Beweglichkeit der Moleküle erhöhen würde. Unterstützend zu diesen Überlegungen nehmen WT-
Keimlinge, die durch die Behandlung mit Fluconazol methylierte Sterol-Intermediate wie Lanosterol 
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anreichern (Abb. 3.5.4), welche vermindert mit den Acyl-Ketten von Phospholipiden interagieren und 
dadurch die Membran-Fluidität erhöhen (Abe et al., 2009; Cournia et al., 2007; Sgherri et al., 2014), 
ebenfalls Δerg-2-ähnliche Defekte an (Abb. 3.5.6 & Abb. 3.5.8A). Zusammengenommen werden 
daher vermutlich die Wechselwirkungen zwischen Lipiden durch eine zusätzliche Doppelbindung in 
der Seitenkette von Sterolen empfindlich beeinträchtigt, wodurch die Funktionalität von Proteinen, die 
mit der Membran assoziiert sind, gestört wird. Durch die Akkumulation von Ergosta-5,7,22,24(28)-
tetraenol in Δerg-2-Keimlingen könnte daher der Zusammenhalt von Proteinkomplexen, an denen 
unter anderem HAM-7 beteiligt ist (siehe Abschnitt 4.3), gestört sein, wodurch die MAP-Kinase 
MAK-1 nur begrenzt aktiviert und Prozesse wie das gerichtete Wachstum und die Zell-Zell-
Erkennung unzureichend vermittelt werden würden (Abb. 4.4.1). 
Abgesehen von einer direkten Beeinflussung der Membran-Eigenschaften durch die veränderte Sterol-
Struktur könnten prinzipiell auch weitere Aspekte, die mit der Biosynthese dieser Lipide in 
Zusammenhang stehen, in der Δerg-2-Mutante betroffen sein. Sterole werden allgemein in der 
Membran des ER synthetisiert und daraufhin über vesikuläre sowie nicht-vesikuläre Transport-  
 
Abb. 4.4.1: Modell zum Einfluss der Sterol-Struktur auf die Bildung von Membrandomänen, über die 
HAM-7 die MAP-Kinase MAK-1 aktiviert. 
Während der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen von N. crassa könnte das GPI-verankerte Membranprotein 
HAM-7, welches an der Außenseite der Plasmamembran als Sensorprotein agieren könnte, an der Aktivierung 
des MAPK-Moduls um MAK-1 beteiligt sein. Da Proteine mit einem GPI-Anker vor allem mit Sterolen 
wechselwirken, könnte sich die Struktur dieser Lipide auf die Funktionalität von HAM-7 auswirken. A: In der 
Lipiddoppelschicht des Wildtyps ist HAM-7 in kompakten Membrandomänen, die reich an Ergosterol sind, 
eingebettet, wodurch dessen Interaktion mit weiteren Membran-ständigen Proteinen ermöglicht wird. Aufgrund 
dieser Konzentration an Proteinen wird der Signaltransduktionsweg mit der MAP-Kinase MAK-1 effizient 
aktiviert. B: Durch die Akkumulation von Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol in der Plasmamembran der Sterol-
Biosynthese-Mutante Δerg-2 wird die Fluidität der Lipiddoppelschicht erhöht, infolgedessen die Beweglichkeit 
der Moleküle zunimmt. Die erhöhte laterale Diffusion von HAM-7 entlang der Membran verhindert die Bildung 
einer stabilen Membrandomäne, was eine deutlich verminderte Phosphorylierung von MAK-1 zur Folge hat. 
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mechanismen zu ihrem hauptsächlichen Bestimmungsort, der Plasmamembran, befördert (Jacquier & 
Schneiter, 2012; Schulz & Prinz, 2007; Sullivan et al., 2006; Wüstner & Solanko, 2015). Das Enzym 
ERG-2 von N. crassa lokalisiert genauso wie das Hefe-Homolog Erg4 im perinukleären ER (Zweytick 
et al., 2000; Abb. 3.2.3D), in dessen Membran die meisten Enzyme der Ergosterol-Biosynthese direkt 
miteinander interagieren und dadurch einen als Ergosom bezeichneten Proteinkomplex bilden (Mo & 
Bard, 2005a; Mo & Bard, 2005b). Möglicherweise könnte das Fehlen bestimmter Faktoren dieses 
Komplexes dessen Zusammenhalt oder Funktionalität beeinflussen und sich damit auf die Biosynthese 
der Sterole auswirken. Da sich Erg4 nicht im Zentrum des Ergosoms, welches die frühen Schritte 
während der Bildung von Ergosterol katalysiert, sondern an dessen Randbereich zu befinden scheint 
(Mo & Bard, 2005b), würde die Abwesenheit dieser C24(28)-Sterol-Reduktase jedoch vermutlich 
keine weitreichenden Auswirkungen auf diesen Prozess haben. Da die Seitenketten-Struktur der 
Sterole in S. cerevisiae ein Signal für die Drosselung der Biosyntheserate von Ergosterol darstellt 
(Casey et al., 1991), wäre es eher vorstellbar, dass die Akkumulation von Ergosta-5,7,22,24(28)-
tetraenol die transkriptionelle und biochemische Regulation der Sterol-Biosynthese beeinflusst. 
Rückkopplungsmechanismen in Hefe reagieren auf die Menge an Ergosterol und seiner Vorstufen, 
wodurch die Expression bestimmter erg-Gene entsprechend angepasst wird (Bard & Downing, 1981; 
Hongay et al., 2002; Porter et al., 2010; Smith et al., 1996; Vik & Rine, 2001). Unter anderem 
detektiert der Ergosterol-bindende Transkriptionsfaktor Upc2 die Verfügbarkeit dieses Lipids in der 
Zelle und induziert die Genexpression erst dann, wenn dessen Mangel eintritt (Marie et al., 2008; 
Yang et al., 2015). Aufgrund der Spezifität von Upc2 für den Liganden Ergosterol (Yang et al., 2015) 
wäre es möglich, dass dieses Sterol-Sensorprotein eine veränderte Affinität zum Intermediat Ergosta-
5,7,22,24(28)-tetraenol aufweist, wodurch die Expression verschiedener erg-Gene beeinflusst werden 
könnte. Die quantitativen Sterol-Analysen dieser Arbeit weisen jedoch darauf hin, dass die Δerg-2-
Mutante von N. crassa im Vergleich zum WT nicht weniger Sterole synthetisiert (Abb. 3.5.1C), 
sodass von keiner gestörten Regulation der Sterol-Biosynthese auszugehen ist. Da zudem eine normale 
Polarisation von Sterolen an den Keimlingsspitzen der Mutante von N. crassa und S. cerevisiae 
vorzufinden ist (Aguilar et al., 2010; Weichert, 2011), vermindert Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol 
vermutlich nicht den intrazellulären Transport bzw. die Verteilung dieser Lipide. 
Um die Bedeutung von Sterolen und ihren strukturellen Merkmalen für die Eigenschaften von 
Membranen zu verstehen, werden sowohl lebende Zellen und entsprechende Mutanten von Genen der 
Sterol-Biosynthese als auch artifizielle Membran-Systeme mit definierten Lipidzusammensetzungen 
verwendet (Simons & Vaz, 2004). Unter den in vivo-Modellen hat sich allen voran S. cerevisiae als 
ein geeignetes System etabliert, mit welchem die Gegenwart bestimmter Vorstufen von Ergosterol auf 
zelluläre Prozesse sowie die Beschaffenheit der Membran untersucht werden kann (Aguilar et al., 
2010; Dupont et al., 2011; Jin et al., 2008; Munn et al., 1999; Parks et al., 1999; Sharma, 2006). 
Zudem können für Sterole auxotrophe Stämme dieser Hefe unter anaeroben Bedingungen mit extern 
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zugeführten Sterolen, darunter auch Cholesterol, angezogen werden (Lorenz & Parks, 1991; Lorenz 
et al., 1989) - eine experimentelle Möglichkeit, die für obligat aerobe Pilzspezies wie N. crassa jedoch 
nicht zu bestehen scheint (Grindle, 1973; nicht gezeigte Daten). Darüber hinaus stehen weitere 
Modellorganismen zur Verfügung, die von Natur aus selbst keine Sterole synthetisieren können und 
daher auf die Aufnahme dieser Lipide über die Nahrung angewiesen sind. Sämtliche Insekten, allen 
voran die Fruchtfliege Drosophila, der Fadenwurm C. elegans sowie zellwandfreie Bakterien der 
Gattung Mycoplasma nehmen von außen Sterole auf und stellen daher geeignete Systeme dar, um den 
Einfluss dieser Lipide auf das Wachstum und die Entwicklung einzelner Zellen und Organismen zu 
studieren (Bos et al., 1983; Clayton, 1964; Clejan & Bittman, 1984; Entchev & Kurzchalia, 2005; 
Huang et al., 1991; Kurzchalia & Ward, 2003; Rottem, 2002). Entsprechende Versuche, in denen 
unter anderem Ergosterol und seine Vorstufe Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol in diese Modellsysteme 
eingebracht werden würden, könnten einen weiteren Einblick darauf geben, wie sich die zusätzliche 
Doppelbindung in der Seitenkette von Sterolen auf die Membranbeschaffenheit, den Transport dieser 
Lipide sowie die Bildung von Steroid-Hormonen auswirkt. 
 
4.5 Die Struktur des Ringsystems von Sterolen trägt zur Verschmelzung 
von Plasmamembranen während der vegetativen Zell-Zell-Fusion bei 
Unter den in dieser Arbeit untersuchten Mutanten der Ergosterol-Biosynthese befanden sich 
ausschließlich solche, die Sterol-Intermediate mit einer veränderten Anordnung der Doppelbindungen 
in der Seitenkette und/oder im Ringsystem aufwiesen (Abb. 1.4.2). Andere Strukturmerkmale der 
Sterole, wie etwa zusätzliche oder fehlende Methyl-Gruppen im Molekül, wurden dadurch nicht 
verändert. Während die Beschaffenheit der aliphatischen Kette der Sterole sowohl das gerichtete 
Wachstum als auch die kontaktabhängige Erkennung zwischen vegetativen Zellen beeinflusst (siehe 
Abschnitt 4.4), vermindern strukturelle Veränderungen im Ringsystem dieser Moleküle ausschließ-
lich den letzten Schritt der Zell-Zell-Fusion, die Verschmelzung der Plasmamembranen. Da Sterole 
vornehmlich in dieser Lipiddoppelschicht vorzufinden sind, scheint es naheliegend, dass sich 
Veränderungen auf Ebene ihrer Struktur und/oder Menge aus biophysikalischen Gründen direkt auf 
diesen Prozess auswirken. Jedoch könnten ebenso gut Proteine, welche die Plasmamembran-Fusion 
vermitteln, durch die veränderte Sterol-Zusammensetzung spezifisch beeinträchtigt werden. 
Obwohl Keimlinge der Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b ungehindert miteinander interagieren und 
WT-artige Zell-Zell-Kontakte ausbilden, weisen sie einen ausgeprägten Fusionsdefekt auf 
(Abb. 3.3.1). Die Entstehung zytoplasmatischer Invaginationen zwischen den Zellen deutet auf eine 
eingeschränkte Verschmelzung der Plasmamembranen hin, wie sie bereits zuvor für Keimlingspaare 
der Mutante ΔPrm1 von N. crassa beobachtet worden war (Fleissner et al., 2009b). Zukünftige 
elektronenmikroskopische Untersuchungen von Zellpaaren dieser Sterol-Biosynthese-Mutante werden 
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die gestörte Plasmamembran-Fusion bestätigen. Trotz dieser phänotypischen Ähnlichkeit ist die 
verminderte Fähigkeit zur Zell-Zell-Fusion von Δerg-10a Δerg-10b nicht auf eine mögliche 
Beeinträchtigung von PRM1 zurückzuführen. Die molekulare Funktion dieses Transmembranproteins, 
dessen Homolog in S. cerevisiae an der Plasmamembran-Fusion zwischen Mating-Partnern beteiligt 
ist, aber keine essentielle Rolle dafür einnimmt (Heiman & Walter, 2000), konnte bisher nicht 
entschlüsselt werden. Es wird jedoch vermutet, dass Prm1 den Bereich der Membran-Verschmelzung 
durch eine Art „molekularen Zaun“ räumlich begrenzt und dadurch die Verteilung und das 
Zusammenspiel von Faktoren, welche die Fusion vermitteln, reguliert (Aguilar et al., 2007; Jin et al., 
2004). Dieser Annahme entsprechend scheint MAK-2 in ΔPrm1-Zellpaaren von N. crassa vermehrt 
entlang der nicht miteinander fusionierenden Plasmamembranen zu lokalisieren. In Keimlingspaaren 
von Δerg-10a Δerg-10b weist die MAP-Kinase dagegen eher eine ringförmige Anordnung direkt an 
der Basis der zytoplasmatischen Invagination auf, welche der Lokalisierung des Proteins entlang der 
Fusionspore im WT ähnelt (Abb. 3.2.4A & Abb. 3.3.5B). Demzufolge könnte das Fehlen von PRM1 
die ringförmige Verteilung von MAK-2 und damit dessen vermutete Funktion während der Zell-Zell-
Fusion, die Fusionspore zu bilden und/oder aufrecht zu erhalten (Fleissner et al., 2009a), beeinträch-
tigen (Abb. 4.5.1). Interessanterweise scheint auch die verminderte Aktivität von MAK-2 zu einer 
spezifischen Störung der Plasmamembran-Fusion in Keimlingen zu führen (Abb. 3.2.21E), was 
wahrscheinlich darauf zurückzuführen ist, dass diese MAP-Kinase die Expression von Prm1 initiiert 
(Leeder et al., 2013). Da PRM1 in Δerg-10a Δerg-10b jedoch vorhanden ist und wahrscheinlich 
ausreichend exprimiert wird, scheint dieses Transmembranprotein in der Doppelmutante die 
Fusionsstelle weiterhin begrenzen zu können (Abb. 4.5.1). Die veränderte Sterol-Zusammensetzung 
dieser erg-Mutante könnte daher entweder auf eine direkte Art und Weise die Verschmelzung der 
Plasmamembranen vermindern, oder aber die Funktion anderer Proteine, die für diesen Fusionsprozess 
benötigt werden, beeinträchtigen. 
Die Deletion von sowohl erg-10a als auch erg-10b führt zu einer Unterbrechung der Ergosterol-
Biosynthese, infolgedessen sich neben Episterol, dem Substrat der beiden C5-Sterol-Desaturasen, vor 
allem Ergosta-7,22-dienol anreichert (Abb. 1.4.1 & Abb. 1.4.2A; Weichert, 2011). Im Hinblick auf die 
Genomstruktur von N. crassa stellt die funktionelle Redundanz von ERG-10a und ERG-10b eine 
Besonderheit dar, da es in dieser Pilzspezies mit RIP (Repeat-induced point mutation) einen 
Mechanismus gibt, der während des sexuellen Zyklus zueinander sehr ähnliche Gensequenzen durch 
Punktmutationen inaktiviert (Aramayo & Selker, 2013; Galagan et al., 2003). Während beide Enzyme 
41 % Identität zueinander zeigen, weisen die Nukleotid-Sequenzen von erg-10a (NCU06207) und 
erg-10b (NCU04983) laut dem Algorithmus „blastn“ (Zhang et al., 2000), bis auf einen Bereich von 
etwa 70 Nukleotiden mit 76 % Identität, keine nennenswerte Ähnlichkeit zueinander auf, sodass für 
diese beiden Gen-Loci die Voraussetzungen für RIP nicht erfüllt sind. Phänotypisch betrachtet unter-  
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Abb. 4.5.1: Modell zur Plasmamembran-Fusion zwischen vegetativen Zellen von N. crassa 
Während der Zell-Zell-Fusion kommt es nach dem Abbau der Zellwand zur Plasmamembran-Fusion, welche 
unter anderem die Aktivität der MAP-Kinase MAK-2, das Transmembranprotein PRM1 und eine geeignete 
Sterol-Zusammensetzung erfordert. A: In WT-Zellen begrenzt PRM1, welches vermutlich erst während dieses 
Prozesses exprimiert wird, den Bereich der sich berührenden Plasmamembranen. Dadurch wird MAK-2 nach 
außen gedrängt, infolgedessen das Protein ein ringförmiges Lokalisierungsmuster annimmt. Vermutlich erfolgt 
die Verschmelzung der Lipiddoppelschichten unter der Beteiligung von PRM1 und Ergosterol, wodurch eine 
Fusionspore gebildet wird. B: Durch das Fehlen von PRM1 fehllokalisiert die MAP-Kinase entlang der sich 
berührenden, nicht miteinander fusionierenden Membranbereiche. Aufgrund von Turgor-Unterschieden 
zwischen den beiden Zellen stülpen sich die Membranen ein. Die Deletion von Prm1 mindert die Fusionsrate 
nicht vollständig, erhöht dabei jedoch das Risiko von Zell-Lysis während der Zell-Zell-Fusion. C: In Zellpaaren 
der Sterol-Biosynthese-Mutante Δerg-10a Δerg-10b kommt es zwar zu einer WT-ähnlichen Abfolge der 
Rekrutierung und Lokalisierung von MAK-2 und PRM1, jedoch stört Ergosta-7,22-dienol die Verschmelzung 
der Plasmamembranen. Die Gegenwart von PRM1 verhindert dabei die Lysis der Zellen, da das Protein die 
Berührungsflächen der Membranen begrenzt. D: Durch die Kombination der Fusionsdefekte von ΔPrm1 und 
Δerg-10a Δerg-10b fehllokalisiert MAK-2 entlang von Membranbereichen, die eine ungünstige Sterol-
Zusammensetzung aufweisen, wodurch die Fusionsrate der Zellen additiv abnimmt. Das Fehlen von PRM1 
erhöht zudem das Risiko von Zell-Lysis. PM: Plasmamembran; Z: Zytoplasma; E: extrazellulärer Bereich. 
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scheiden sich Δerg-10a und Δerg-10b, die jeweils Ergosterol synthetisieren, weder voneinander noch 
vom WT (Weichert, 2011). Die Doppelmutante weist hingegen ausgeprägte Entwicklungsdefekte 
während der vegetativen und sexuellen Vermehrung auf. Die redundante Funktion beider C5-Sterol-
Desaturasen, die in der gesamten Ergosterol-Biosynthese von N. crassa einmalig ist, könnte daher auf 
eine wichtige Rolle der Doppelbindung zwischen den Positionen C5 und C6 im Ringsystem der 
Sterole hinweisen. 
In Mating-Paaren von S. cerevisiae ist die Struktur des B-Rings im Sterol von großer Bedeutung für 
die Zell-Zell-Fusion. Mutanten der Gene erg2 und erg3, die für Homologe von ERG-1 und ERG-10a/b 
in N. crassa codieren, fusionieren nur vermindert miteinander und reichern dabei Zellpaare an, deren 
Plasmamembranen zwar eng in Kontakt stehen, aber nicht miteinander verschmelzen. Die Methyl-
Gruppe in der Seitenkette von Ergosterol, die in Hefe durch Erg6 eingefügt wird, trägt in ähnlicher 
Weise zur Fusion der Mating-Partner bei (Jin et al., 2008). Im Gegensatz zur Δerg6-Mutante in 
S. cerevisiae ist die entsprechende Deletion des Gens erg-4 in N. crassa nicht lebensfähig (Raphael 
Brandt, unveröffentlichte Daten). Da sich die Reaktionsabfolgen im mittleren Abschnitt der 
Ergosterol-Biosynthese zwischen S. cerevisiae und filamentösen Pilzen voneinander unterscheiden 
(Abb. 1.4.1B), führt eine Unterbrechung an dieser Stelle des Biosynthesewegs zur Akkumulation von 
verschiedenartigen Sterol-Intermediaten. In der Sprosshefe reichert sich durch die fehlende Trans-
methylierung in der Seitenkette Zymosterol an (Dupont et al., 2011; Munn et al., 1999; Sharma, 
2006), wohingegen das Fehlen von Erg6-Homologen in filamentösen Pilzen unter anderem zur 
Akkumulation von Lanosterol und/oder Eburicol führen würde, welche den Mangel an Ergosterol 
nicht kompensieren können und daher toxisch für die Zellen sind (Bloch, 1979; Abb. 3.5.4 & 
Abb. 3.5.5). In ähnlicher Weise sind auch weitere Mutanten von N. crassa-Genen, welche für das 
obere oder mittlere Drittel der Ergosterol-Biosynthese benötigt werden, in der KO-Sammlung dieser 
Pilzspezies nur als Heterokaryen hinterlegt. Entweder sind diese Mutanten in homokaryotischer Form 
nicht lebensfähig, oder sie wurden im Anschluss an die Gen-Ausschaltung nicht erfolgreich zu 
Homokaryen aufgereinigt. Der Übergang zwischen dem mittleren und letzten Abschnitt der 
Ergosterol-Biosynthese wird in N. crassa durch ERG-1, der zum Hefe-Protein Erg2 homologen 
C8-C7-Sterol-Isomerase, katalysiert (Abb. 1.4.1). Obwohl die Mutante Δerg-1 anfangs nur in einem 
heterokaryotischen Zustand vorlag, konnte sie über eine Kreuzung und unter Berücksichtigung der 
verzögerten Keimung der Ascosporen erfolgreich zu einem Homokaryon aufgereinigt werden 
(Herzog, 2014). Daher ist prinzipiell davon auszugehen, dass weitere erg-Mutanten in N. crassa 
ebenfalls als lebensfähige Homokaryen zur Verfügung stehen könnten. Entsprechend dieser Betrach-
tungsweise gelang es bereits, eine Reihe weiterer Deletionsmutanten für die oberen und mittleren 
Reaktionen im Biosyntheseweg von Ergosterol zu generieren (Louise Glass, persönliche Mitteilung). 
Keimlingspaare von Δerg-1 weisen genauso wie diejenigen von Δerg-10a Δerg-10b ausschließlich 
eine Störung der Plasmamembran-Fusion auf (Abb. 3.3.8), wobei dieser Defekt wiederum nicht auf 
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eine Beeinträchtigung von PRM1 zurückzuführen ist (Herzog, 2014). Vorläufige Untersuchungen 
deuten zudem darauf hin, dass das Transmembranprotein LFD-1, welches in einer zu PRM1 redun-
danten Art und Weise an der Plasmamembran-Fusion in N. crassa beteiligt ist (Palma-Guerrero et al., 
2014), ebenso wenig durch die Deletion dieser erg-Gene beeinträchtigt wird (Sarah-Anne Robson, 
unveröffentlichte Daten). Im Vergleich zu Δerg-10a Δerg-10b akkumuliert Δerg-1 ebenfalls Sterol-
Intermediate, welche strukturelle Veränderungen im Ringsystem aufweisen (Abb. 1.4.2A). Daher 
könnte spezifisch die veränderte Sterol-Zusammensetzung dieser Mutanten zu einer Abnahme der 
Zell-Zell-Fusionen führen.  
Die Struktur des Ringsystems von Sterolen bestimmt in hohem Maße die Konformation und den 
Neigungswinkel dieser Lipide, wodurch die Interaktion mit anderen Molekülen in der Lipiddoppel-
schicht beeinflusst wird (Mannock et al., 2010; Róg et al., 2009). Strukturelle Veränderungen 
hinsichtlich der Anordnung der Doppelbindungen und/oder zusätzliche Methyl-Gruppen in diesem 
Teil der Sterole, wie sie in Intermediaten der Cholesterol- bzw. Ergosterol-Biosynthese vorzufinden 
sind, wirken sich daher nachteilig auf die Packungsdichte, Fluidität und Permeabilität der Membran 
sowie die Bildung Sterol-reicher Membrandomänen aus. Sowohl das methylierte Sterol-Intermediat 
Lanosterol als auch die Vorstufe 7-Dehydrocholesterol, deren Akkumulation in Menschen das Smith-
Lemli-Opitz-Syndrom hervorruft (Porter & Herman, 2010), interagieren vermindert mit den Acyl-
Ketten von Phospholipiden, wodurch die Ordnung der Lipiddoppelschicht deutlich herabsetzt und die 
Beweglichkeit der Moleküle erhöht wird (Bloch, 1979; Chen & Tripp, 2012; Cournia et al., 2007; 
Scheidt et al., 2005; Tulenko et al., 2006). Darüber hinaus bestimmt die Beschaffenheit des Sterol-
Ringsystems das Krümmungsvermögen von Lipiddoppelschichten (Bacia et al., 2005), welches unter 
anderem für die Fusion von Vesikeln oder viralen Partikeln mit der Membran von Bedeutung ist 
(Yang et al., 2016). Dabei scheint jedoch insgesamt eher die Gesamtmenge an Sterolen und weniger 
die Struktur dieser Lipide die Effizienz der Membran-Fusion zu bestimmen (Zawada et al., 2016). 
Spezielle Fusionsproteine, deren Funktionalität von der Lipidzusammensetzung abhängig ist, tragen 
darüber hinaus dazu bei, dass die miteinander fusionierenden Membranen in räumliche Nähe 
zueinander gebracht und lokal gekrümmt werden, um die hohe Energiebarriere für die Verschmelzung 
der Lipiddoppelschichten zu überwinden (McMahon & Boucrot, 2015; Podbilewicz, 2014). Das 
Protein PRM1 und dessen Homologe könnten in diesem Zusammenhang am Aufbau einer 
Mikrodomäne innerhalb der Plasmamembran beteiligt sein, welche für die Fusion der Lipiddoppel-
schichten beider Zellen benötigt wird (Curto et al., 2014). 
Um die mögliche Korrelation zwischen der gestörten Plasmamembran-Fusion und einer veränderten 
Struktur im Ringsystem der Sterole weiter zu bestätigen, könnten die zur Verfügung stehenden 
Deletionen von erg-Genen gezielt miteinander kombiniert werden. In der Tripelmutante Δerg-2 
Δerg-10a Δerg-10b dominiert der durch die Akkumulation eines Sterols mit konjugierter Doppel-
bindung in der Seitenkette hervorgerufene Defekt während der Zell-Zell-Erkennung, sodass diese 
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Kombination ungeeignet ist, um eine verminderte Plasmamembran-Fusion zu untersuchen. Die 
Konstruktion von Δerg-10a Δerg-10b Δerg-11 (Abb. 7.3.1 & Tab. 7.3.3), Δerg-1 Δerg-10a Δerg-10b 
(nicht gezeigte Daten) sowie Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b Δerg-11 (nicht gezeigte Daten) war zudem 
nicht erfolgreich, da die entsprechenden Kreuzungen nicht fertil oder Nachkommen mit den 
gewünschten Genotypen nicht lebensfähig waren. Jedoch sollte versucht werden, Stämme mit den 
Kombinationen Δerg-1 Δerg-11 bzw. Δerg-1 Δerg-2 Δerg-11 zu generieren, welche wahrscheinlich 
Sterole mit einer veränderten Struktur im Ringsystem anreichern würden. Zusätzlich sollten die 
vorhandenen erg-Mutanten, insbesondere Δerg-10a Δerg-10b und Δerg-1, detailliert miteinander 
verglichen werden. Trotz des zueinander ähnlichen Defekts während der Zell-Zell-Fusion ist nicht 
geklärt, ob dieser auf eine gemeinsame Ursache zurückzuführen ist. Da es möglich wäre, dass beide 
Mutanten Veränderungen hinsichtlich der subzellulären Verteilung und/oder Menge der syntheti-
sierten Sterole aufweisen, sollten die Keimlinge mittels Filipin-Färbung untersucht und quantitative 
Sterol-Analysen vorgenommen werden. In Hefe können mit Pheromon behandelte Zellen der Fusions-
mutanten Δerg2, Δerg3 bzw. Δerg6 Sterole nur unzureichend an die Plasmamembran ihrer Shmoos 
polarisieren (Jin et al., 2008), weshalb die Bildung Sterol-reicher Membrandomänen von kritischer 
Bedeutung für die Plasmamembran-Fusion sein könnte. 
Plasmamembranen, die während des Fusionsprozesses für längere Zeit nicht von einer Zellwand 
umgeben sind, können aufgrund von osmotischen Druckunterschieden zwischen dem Inneren und 
Äußeren der Zellen zerreißen. Folglich neigen Keimlingspaare der ΔPrm1-Mutante von N. crassa 
genauso wie entsprechende Mating-Paare in S. cerevisiae zur Zell-Lysis (Jin et al., 2004; Palma-
Guerrero et al., 2014). Im Gegensatz dazu lysieren Zellpaare von erg-Mutanten, die eine gestörte 
Plasmamembran-Fusion aufweisen, jedoch nicht (Herzog, 2014; Jin et al., 2008). Da die Lysis von 
Mating-Paaren in Hefe immer genau dann einsetzt, wenn die Verschmelzung der Plasmamembranen 
initiiert wird (Aguilar et al., 2007), wäre es vorstellbar, dass die Fusionsdefekte dieser beiden Gruppen 
von Mutanten, trotz ihrer Ähnlichkeit zueinander, zu unterschiedlichen Zeitpunkten während der Zell-
Zell-Fusion zum Tragen kommen. Hinsichtlich des zeitlichen Auftretens von Zell-Lysis würde sich 
die Sterol-Zusammensetzung demnach, entgegen der allgemeinen Erwartung, noch vor der Aktivität 
von PRM1 bemerkbar machen. Im Gegensatz dazu stehen jedoch die Ergebnisse der Lokalisierung 
von MAK-2 an den nicht miteinander fusionierenden Plasmamembranen der Mutanten (Abb. 3.3.5), 
die vermuten lassen, dass die Fusionsdefekte von ΔPrm1 hingegen zeitlich betrachtet vor denen von 
Δerg-10a Δerg-10b auftreten. Diese widersprüchlichen Interpretationen der Fusionsdefekte lassen 
insgesamt vermuten, dass durch das Fehlen von PRM1 sowie die veränderte Sterol-Zusammen-
setzung der erg-Mutanten zwei dicht aufeinanderfolgende oder sogar zeitgleich auftretende Ereignisse 
während der Plasmamembran-Fusion gestört werden, die jedoch unabhängig voneinander zu agieren 
scheinen. In jedem Fall bewirkt die Deletion von Prm1 nicht nur eine Abnahme der Plasmamembran-
Fusion, sondern auch eine Zunahme der Zell-Lysis, während die erg-Mutanten, die noch über PRM1 
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verfügen, trotz verminderter Fusion nicht lysieren (Abb. 4.5.1). Diese Beobachtungen stehen im 
Einklang mit der Vermutung, dass das Prm1-Protein in S. cerevisiae und dessen Homologe in anderen 
Pilzspezies an einem Mechanismus beteiligt sein könnten, der während des Fusionsprozesses die Lysis 
der Zellen verhindert oder zumindest dessen Ausmaß möglichst gering hält (Aguilar et al., 2007; Jin 
et al., 2004). Die regulierte Umstrukturierung der Zellwand könnte dabei einen zusätzlichen Schutz 
bieten, um die freigelegten Lipiddoppelschichten zu stabilisieren. Dementsprechend konnte sowohl in 
N. crassa als auch in Spross- und Spalt-Hefen die Neubildung von Zellwandmaterial entlang der nicht 
miteinander fusionierenden Plasmamembranen festgestellt werden (Abb. 3.3.2; Curto et al., 2014; Jin 
et al., 2008). Über eine solche Anpassung der Zellen könnte bei einer länger andauernden Blockade 
der Plasmamembran-Fusion vermutlich dem zunehmenden Risiko von Zell-Lysis entgegengewirkt 
werden. 
Die Mutanten Δerg-1 und Δerg-10a Δerg-10b stellen neben ΔPrm1 und Δlfd-1 die bisher einzigen in 
N. crassa dar, welche während der Plasmamembran-Fusion zwischen Keimlingen betroffen sind. Da 
die Defekte unabhängig voneinander agieren, wird vermutet, dass eine Kombination all dieser 
Deletionen die Zell-Zell-Fusion nahezu vollständig blockieren würde. Das Vorhandensein weiterer 
Faktoren, die für diesen Prozess benötigt werden, kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Im 
Gegensatz zum Fehlen von PRM1 und LFD-1 wirkt sich die veränderte Sterol-Zusammensetzung 
dieser erg-Mutanten jedoch nicht auf die Fusion zwischen Mating-Partnern von N. crassa aus (siehe 
Abschnitt 4.7). Demnach unterscheiden sich die Fusionsmaschinerien während der vegetativen und 
sexuellen Entwicklung voneinander. Obwohl Zell-Zell-Fusionen einen grundlegenden Prozess 
verschiedenster eukaryotischer Lebewesen darstellen, sind die molekularen Grundlagen der 
Plasmamembran-Verschmelzung bisher nur begrenzt verstanden worden. Neben allgemeinen 
Faktoren, darunter die Zusammensetzung der Lipiddoppelschicht, scheinen die verschiedenen Systeme 
jeweils spezifische Mechanismen etabliert zu haben (Aguilar et al., 2013). In C. elegans vermitteln die 
Gene eff-1 und aff-1, die für glycolisierte Membranproteine aus der Gruppe der F-Proteine codieren, 
die Fusion zwischen somatischen Zellen, während für die Trophoblasten-Fusion in der Plazenta 
Syncytine, die von Hüllproteinen aus endogenen Retroviren abstammen, benötigt werden (Gerbaud & 
Pidoux, 2015; Podbilewicz, 2014). Solche als Fusogene bezeichneten Proteine sind für die 
Plasmamembran-Fusion essentiell und ausreichend, konnten jedoch bisher in anderen Spezies nicht 
identifiziert werden (Aguilar et al., 2013). Es wäre daher denkbar, dass Hefen und filamentöse Pilze 
keine klassischen Fusogene besitzen und daher eigene Fusionsmechanismen entwickelt haben. Die 
Beschaffenheit der Lipiddoppelschicht wird in jedem Fall wahrscheinlich das grundlegende Kriterium 
sein, welches die Basis für eine effiziente Membran-Verschmelzung legt. 
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4.6 Das Modell der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen in N. crassa 
scheint auf andere filamentöse Pilz übertragbar zu sein 
Vegetative Zell-Zell-Interaktionen sind ein unter filamentösen Pilzen weitverbreitetes Merkmal, wobei 
die Fusion zwischen Keimlingen und/oder Hyphen die saprophytische, mutualistische oder pathogene 
Lebensweise der jeweiligen Spezies entscheidend beeinflussen kann (Charlton et al., 2012; Craven 
et al., 2008; Engh et al., 2007; Ishikawa et al., 2010a; Prados Rosales & Di Pietro, 2008). Neben der 
zellbiologischen Beschreibung der Anastomosen widmen sich gegenwärtige Untersuchungen vor 
allem den molekularen Grundlagen, welche diese Art von Signalprozess regulieren. Obwohl unter 
anderem die Bedeutung von MAPK-Kaskaden und damit in Verbindung stehenden Signalproteinen 
und Polaritätsfaktoren ersichtlich geworden ist (Fleißner & Herzog, 2016; Fleißner & Serrano, 2016), 
blieb die Frage nach der Art des Signalmoleküls, welches die vegetativen Zell-Zell-Interaktionen in 
filamentösen Pilzen vermittelt, bisher völlig unbeantwortet. Im Gegensatz zur Kommunikation 
zwischen Mating-Partnern von Hefen, welche vergleichbare intrazelluläre Signaltransduktionswege 
erfordert (Merlini et al., 2013), spielen Peptid-Pheromone und entsprechende Pheromon-Rezeptoren 
nach derzeitigem Erkenntnisstand keine Rolle für die Bildung von Anastomosen (Fleißner et al., 2008; 
Kim & Borkovich, 2004; Kim & Borkovich, 2006; Kim et al., 2012). Die chemische Natur des 
Signalmoleküls sowie dessen Wahrnehmung und Übertragung sind daher weiterhin völlig offen. 
Bereits die anfänglichen Untersuchungen der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen in filamentösen 
Pilzen hatten hervorgebracht, dass sogar unterschiedliche Pilzspezies miteinander wechselwirken 
können (Köhler, 1930). Das Ausmaß dieser artübergreifenden Interaktionen war dabei von den 
miteinander konfrontierten Sorten abhängig. Während z.B. N. crassa und Neurospora sitophila 
ausgiebig miteinander wechselwirken, konnten zwischen letzterer Spezies und Sclerotinia cinerea nur 
wenige Interaktionen festgestellt werden. Andere Spezies wie Fusarium coeruleum und N. crassa 
interagierten zudem gar nicht miteinander. Im Rahmen dieser Arbeit konnte beobachtet werden, dass 
Keimlinge von N. crassa und B. cinerea gerichtet aufeinander zuwuchsen und vereinzelt sogar Zell-
Zell-Kontakte ausbildeten (Abb. 3.6.5). In solch einer gemischten Zellpopulation dominierten jedoch 
in jedem Fall die arteigenen Interaktionen. Entsprechend dieser und vorheriger Beobachtungen 
scheinen verschiedene Spezies daher eher individuelle Signalsubstanzen und/oder Rezeptoren zur 
Zell-Zell-Kommunikation hervorgebracht zu haben (Köhler, 1930). Die artübergreifenden Inter-
aktionen lassen jedoch vermuten, dass diese Faktoren einer gemeinsamen Klasse von Molekülen 
angehören und strukturell ähnlich zueinander sind. Molekulare Unterschiede in der Beschaffenheit 
dieser Moleküle würden dabei vermutlich eine ausreichende Artspezifität gewährleisten. Mit 
Pheromonen vergleichbare Signalpeptide könnten aufgrund ihrer variablen Primärsequenzen den 
Anforderungen von Spezifität und Flexibilität sicherlich ausreichend gerecht werden. Die Verwendung 
von Peptiden als Signalmoleküle würde darüber hinaus die Möglichkeit bieten, das Ausmaß der 
Signalgradienten über einen proteolytischen Abbau zeitlich und räumlich zu definieren. Über einen 
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solchen Mechanismus trägt in S. cerevisiae die Sekretion der Protease Bar1 durch die a-Zelle, welche 
spezifisch das α-Pheromon der gegenüberliegenden α-Zelle degradiert, zur Feinregulierung der Zell-
Zell-Interaktionen bei (Barkai et al., 1998). In einer vergleichbaren Art und Weise könnten auch 
Keimlinge von N. crassa mit SPR-7 eine Serinprotease aussenden, welche den Gradienten des 
potenziellen Signalpeptids optimiert und darüber die Erkennung der Interaktionspartner fördert 
(Palma-Guerrero et al., 2013). Da diese genetisch identischen Zellen, im Gegensatz zum Mating in 
Hefe, vermutlich über ein einziges Ligand-Rezeptor-Paar miteinander wechselwirken (Goryachev 
et al., 2012), wäre es vorstellbar, dass die pulsartige Sekretion einer Protease durch die Signal-
sendende Zelle die Konzentration des Signalpeptids in ihrer Umgebung niedrig hält, um eine 
Selbststimulation zu verhindern. Mit Hilfe geeigneter Extraktionsverfahren sollte in Zukunft versucht 
werden, mögliche Signalsubstanzen von miteinander interagierenden Keimlingen oder Hyphen zu 
isolieren, aufzureinigen und zu charakterisieren. Genauso wie Zellen von S. cerevisiae routinemäßig 
über einen Gradienten aus α-Pheromon zur Bildung von Shmoos sowie zur Rekrutierung von 
Signalproteinen an die Plasmamembran angeregt werden (Bagnat & Simons, 2002b; Matheos et al., 
2004; Proszynski et al., 2006), wären ähnliche Analysen zur Rekrutierung von MAK-2 in Keimlingen 
von N. crassa als Reaktion auf die externe Zugabe eines Signals vorstellbar. Aufgrund der vermutlich 
pulsartigen Signalausschüttung und entsprechend alternierenden Signalwahrnehmung zwischen diesen 
vegetativen Zellen (Fleissner et al., 2009a) bedarf es jedoch im Vergleich zu Hefe einer relativ ausge-
klügelten Versuchsanordnung, um solche Effekte im zellulären Verhalten sichtbar machen zu können. 
Unter den filamentösen Pilzen konnten die molekularen Grundlagen der vegetativen Zell-Zell-
Kommunikation bisher am besten in N. crassa studiert werden, wobei andere Spezies wie 
S. macrospora und E. festucae bedeutende Beiträge zum Verständnis dieses Prozesses geleistet haben 
(Fleißner & Serrano, 2016). Aus zellbiologischer Sicht erweisen sich vor allem die umfangreich 
miteinander interagierenden Keimlinge von N. crassa als vorteilhafte Untersuchungsobjekte, mit 
denen das bisher gültige Modell des Zelldialogs aufgestellt worden ist (Abb. 1.3.2; Fleißner & Herzog, 
2016; Fleissner et al., 2009a). Aufgrund der hochdynamischen Rekrutierung von MAK-2 und SO 
scheinen die Zellen zwischen zwei physiologischen Zuständen, dem Senden und dem Empfangen 
eines Signalmoleküls, zu alternieren. Jedoch ist bisher unklar, ob dieser Mechanismus auch auf andere 
Pilzspezies übertragbar ist. Vorläufige Untersuchungen in dieser Arbeit haben hervorgebracht, dass 
MAK-2 erkennbar an die Zellspitzen von N. crassa-Keimlingen rekrutiert wird, die mit Zellen von 
B. cinerea interagieren (Abb. 3.6.5B). Die verhältnismäßig schwache Rekrutierung von SO könnte 
vermutlich der Instabilität der artübergreifenden Zell-Zell-Kommunikation geschuldet sein. Weiter-
führende Analysen hinsichtlich der subzellulären Lokalisierung entsprechender MAK-2- und SO-
Homologe in verschiedenen Pilzspezies werden wahrscheinlich ein zu N. crassa vergleichbares Bild 
der oszillierenden Membran-Rekrutierung dieser Proteine zum Vorschein bringen. Vielversprechende 
Hinweise darauf kommen aus Keimlingspaaren von Colletotrichum lindemuthianum, in denen das mit 
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GFP markierte SO-Protein aus N. crassa exprimiert wurde und alternierend an den Zellspitzen der 
Interaktionspartner lokalisierte (Suellen Mota, unveröffentlichte Daten). Doch auch wenn 
verschiedene Spezies eine vergleichbare Dynamik für die Rekrutierung von MAK-2- und SO-
Homologen aufweisen sollten, wäre es denkbar, dass Frequenz und Amplitude dieser Oszillation 
artspezifische Merkmale sind. Daher könnte die Spezifität der vegetativen Zell-Zell-Kommunikation 
möglicherweise nicht nur über ein arteigenes Signalmolekül, sondern zusätzlich auf Ebene der 
zeitlichen Dynamik dieses Prozesses gewährleistet werden. Obwohl verschiedene WT-Isolate von 
N. crassa zueinander ähnliche Oszillationsmuster von MAK-2 und SO aufweisen, können sie jedoch 
anhand von Polymorphismen in den Genen doc-1, doc-2 und doc-3 verschiedenen Kommunikations-
gruppen zugeordnet werden, die darüber entscheiden, ob sich die Zellen bereits über eine Distanz 
hinweg erkennen und gerichtet aufeinander zuwachsen (Heller et al., 2016). Entsprechend dieser 
Beobachtungen wäre es möglich, dass die artübergreifende Interaktion von N. crassa mit B. cinerea 
zwar eine anfängliche Rekrutierung von MAK-2 zulässt, jedoch aufgrund der Zugehörigkeit zu 
genetisch unterschiedlichen, nicht kompatiblen Kommunikationsgruppen der Signaltransduktions-
prozess nicht forciert werden kann. 
Die intrazelluläre Signalverarbeitung während der vegetativen Zell-Zell-Kommunikation in 
filamentösen Pilzen wird durch hochkonservierte eukaryotische Signalmodule reguliert (Weichert & 
Fleißner, 2015). Darunter befinden sich unter anderem ROS-generierende NOX-Komplexe, die 
vermutlich an der Aktivierung von MAP-Kinasen beteiligt sind. Unter experimentellen Bedingungen 
werden diese Enzyme unter dem Einfluss von Wasserstoffperoxid phosphoryliert (Abb. 3.2.27; Fu 
et al., 2014; Maerz et al., 2008; Maerz et al., 2009), weshalb es denkbar wäre, dass die Aktivität von 
MAK-2 während des Zelldialogs durch ROS reguliert wird (Abb. 1.3.2). Da die Keimlings-
interaktionen von sowohl N. crassa als auch B. cinerea sensitiv gegenüber der Gegenwart von H2O2 
bzw. Ascorbinsäure sind (Abb. 3.6.1 & Abb. 3.6.3), scheinen zeitlich und räumlich definierte Mengen 
an ROS dafür von größter Bedeutung zu sein. Im Einklang mit der Rolle von NOX-1/NoxA in 
N. crassa bzw. E. festucae (Kayano et al., 2013; Lichius, 2010) wird in B. cinerea das Homolog 
BcNoxA ebenfalls für die vegetative Zell-Zell-Kommunikation benötigt (Abb. 3.6.4). BcNoxB und 
dessen Homologe in anderen Pilzspezies sind dagegen für die Ausbildung von Anastomosen nicht 
essentiell, regulieren jedoch andere Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse, darunter die Bildung 
von Fruchtkörpern und die Wechselwirkung mit Wirtspflanzen (Giesbert et al., 2008; Kayano et al., 
2013; Lichius, 2010; Ryder et al., 2013; Schürmann et al., 2013; Segmüller et al., 2008). Die 
Beschaffenheit der vermutlich upstream der MAPK-Kaskaden agierenden NOX-Komplexe in 
filamentösen Pilzen, die jeweils durch die Regulatoren NOR-1/NoxR/BcNoxR kontrolliert werden, 
scheint daher in Abhängigkeit von den zellulären Prozessen zu variieren. Während BcNoxA in 
B. cinerea die vegetative Zell-Zell-Kommunikation reguliert, vermittelt in erster Linie ein mit 
BcNoxB besetzter Proteinkomplex die Fähigkeit des Pilzes zur Pathogenität auf Wirtspflanzen 
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(Marschall & Tudzynski, 2016; Roca & Weichert et al., 2012; Segmüller et al., 2008). Da Keimlinge 
dieses Pilzes auf der Oberfläche von Pflanzenzellen keine Fusionsbrücken ausbilden (Abb. 3.6.2), 
scheinen sich diese beiden zellulären Programme zudem gegenseitig auszuschließen. Daher wäre es 
umgekehrt denkbar, dass Keimlinge von B. cinerea Wirtspflanzen nicht infizieren können, solange sie 
sich in Interaktion miteinander befinden. In solch einem Zustand, der sich eventuell in Mischkulturen 
mit dem Saprophyten N. crassa erzwingen ließe, würde wohlmöglich das Pathogenitätsprogramm des 
Grauschimmels durch den Prozess der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen überschrieben werden 
(Antonio Serrano, persönliche Mitteilung). Da andere Pilzspezies wie C. lindemuthianum und 
F. oxysporum jedoch auch auf der Oberfläche ihrer Wirtspflanzen Anastomosen ausbilden und 
Fusionsmutanten von A. brassicicola sogar avirulent sind (Craven et al., 2008; Ishikawa et al., 2010b; 
Prados Rosales & Di Pietro, 2008), sind weitere Untersuchungen erforderlich, um den noch 
weitgehend unverstandenen Zusammenhang zwischen der Phytopathogenität und den vegetativen 
Zell-Zell-Interaktionen zu verstehen. 
Die Mutanten ΔbcnoxA und ΔbcnoxR von B. cinerea, die nicht mehr zur vegetativen Zell-Zell-
Kommunikation befähig sind, bilden auffälligerweise erhöhte Mengen an kleinen Sporen 
(Abb. 3.6.4A). Da es sich dabei um Mikrokonidien handeln könnte, die in filamentösen Pilzen 
vermutlich als männliche Befruchtungseinheiten (Spermatien) fungieren (Dodge, 1936; Fukumori 
et al., 2004; Maheshwari, 1999), könnte BcNoxA eine besondere Rolle während der sexuellen 
Entwicklung des Grauschimmels einnehmen. Während jedoch die männliche Fertilität aller nox-
Mutanten von B. cinerea nicht betroffen ist, verhindert das Fehlen der NOX-Komplexe dagegen die 
Bildung von Sklerotien, aus denen nach Befruchtung die als Apothezien bezeichneten Fruchtkörper 
dieses Ascomyceten hervorgehen (Segmüller et al., 2008; Williamson et al., 2007). In N. crassa und 
dem nahverwandten Saprophyten Podospora anserina sind ausschließlich die zu BcNoxA homologen 
Proteine NOX-1 bzw. PaNox1 an der weiblichen Fertilität beteiligt, wohingegen NOX-2 bzw. PcNox2 
für die Keimung der Ascosporen essentiell sind (Cano-Domínguez et al., 2008; Malagnac et al., 
2004). Da BcNoxA von B. cinerea genauso wie NOX-1 von N. crassa für die Keimlingsinteraktionen 
benötigt wird (Lichius, 2010; Roca & Weichert et al., 2012), scheinen sich die molekularen 
Mechanismen, welche die vegetative Zell-Zell-Kommunikation bzw. die Fruchtkörper-Entwicklung 
regulieren, teilweise zu überschneiden (siehe Abschnitt 4.7). Neben ihrer Bedeutung für phyto-
pathogene Spezies (Giesbert et al., 2008; Ryder et al., 2013; Schürmann et al., 2013; Segmüller et al., 
2008) tragen NOX-Komplexe damit zu vielfältigen Differenzierungs- und Entwicklungsprozessen in 
filamentösen Pilzen bei. Inwiefern die Interaktionen und Fusionen zwischen vegetativen Zellen an der 
Fruchtkörper-Entwicklung und Pathogenität von Pilzen beteiligt sind, konnte bisher nicht ausreichend 
beantwortet werden. 
Die Kommunikation zwischen vegetativen Zellen dient der Fusion der Individuen, wodurch Synzytien 
entstehen, die genetisch identische oder unterschiedliche Zellkerne beherbergen können. Voraus-
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setzung für die Bildung heterokaryotischer Myzelien ist die Übereinstimmung bestimmter Gen-Loci, 
da es andernfalls zu einer Inkompatibilitätsreaktion kommt, welche den Zelltod der miteinander 
fusionierten Kompartimente bewirkt (Glass & Kaneko, 2003; Glass et al., 2000). Den Interaktionen 
und Fusionen zwischen den Zellen entfernt miteinander verwandter Gattungen wie Neurospora und 
Botrytis sind daher auf natürliche Weise Grenzen gesetzt, da mögliche Hybridzellen höchst-
wahrscheinlich instabil sind und absterben. Dementsprechend zeigt mindestens eine der beiden Zellen 
nach Zell-Zell-Kontakt morphologische Veränderungen, die als Resultat einer Inkompatibilitäts-
reaktion auftreten (Abb. 3.6.5D; Köhler, 1930). Jedoch werden artübergreifende Interaktionen und 
Fusionen auch als ein Mechanismus betrachtet, der zur Entstehung neuer Genotypen beitragen könnte. 
Keimlinge von unterschiedlichen Spezies des phytopathogenen Pilzes Colletotrichum können 
miteinander fusionieren, obwohl die Genotypen in reifen Hyphen nicht kompatibel zueinander sind 
(Ishikawa et al., 2012; Roca et al., 2004). Daher scheint es in dieser Gattung ein Entwicklungsfenster 
zu geben, in dem die Entstehung stabiler Hybride mit neuen Eigenschaften ermöglicht wird. Auch 
zwischen verschiedenen Spezies des Gras-Symbionten Epichloë, der über kein Inkompatibilitäts-
system verfügt, können in Folge von Anastomosen Hybride mit allodiploiden Chromosomensätzen 
hervorgehen (Shoji et al., 2015). Es wird angenommen, dass artübergreifende Zell-Zell-Fusionen über 
horizontalen Gentransfer und nicht-meiotische Rekombinationsprozesse zur genetischen Diversität 
filamentöser Pilze beitragen könnten und somit vermutlich die Entstehung neuer Genotypen 
ermöglichen. Inwiefern es jedoch tatsächlich zu Fusionen zwischen verschiedenen Pilzspezies kommt, 
wird zum einen davon abhängig sein, ob zueinander kompatible Mechanismen existieren. Zum 
anderen werden unterschiedliche Lebensweisen sowie die Besetzung verschiedener ökologischer 
Nischen das Ausmaß artübergreifender Interaktionen in der Natur vermutlich stark begrenzen. 
 
4.7 Sterole üben einen allgemeinen Einfluss auf die Reifung und 
Entwicklung von Fruchtkörpern in N. crassa aus 
Die Interaktionen zwischen Keimlingen und Hyphen sind nicht der einzige Aspekt im Lebenszyklus 
von N. crassa, der durch eine veränderte Sterol-Zusammensetzung beeinflusst wird. Weitere 
Differenzierungs- und Entwicklungsprozesse dieses Ascomyceten, unter anderem dessen geschlecht-
liche Vermehrung, werden ebenfalls durch die Deletion von Genen der Ergosterol-Biosynthese 
beeinträchtigt. Inwiefern sich bestimmte strukturelle Merkmale dieser Lipide dabei auf die 
phänotypische Ausprägung der Fruchtkörper auswirken, war jedoch bisher nicht systematisch 
untersucht worden. 
Die Entwicklung zu reifen Fruchtkörpern setzt voraus, dass die Protoperithezien mit den Zellkernen 
männlicher Zellen befruchtet werden (Abb. 1.2.1). Im Gegensatz zu den Defekten vegetativer Zellen 
stören die erg-Mutanten jedoch nicht die Kommunikation und Fusion zwischen Mating-Partnern. 
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Weder Δerg-2 (Weichert, 2011) noch Δerg-10a Δerg-10b (Abb. 3.3.6) üben einen Einfluss auf das 
gerichtete Wachstum von Trichogynen auf männliche Zellen des entgegengesetzten Paarungstyps oder 
deren Fusion aus. Auch die Mutante Δerg-11, die sich auf Ebene der Keimlinge wie der WT verhält, 
stört diese Prozesse nicht (nicht gezeigte Daten). Demzufolge scheint sich weder der Mangel an 
Ergosterol noch die Akkumulation der jeweiligen Sterol-Intermediate auf das Mating von N. crassa 
nachteilig auszuwirken. Vermutlich unterscheiden sich die molekularen Mechanismen der vegetativen 
und geschlechtlichen Zell-Zell-Interaktionen trotz möglicher Überschneidungen so sehr voneinander, 
dass Sterole eine differenzierte Rolle in beiden Prozessen einnehmen. Im Vergleich zum detailliert 
beschriebenen Signaltransduktionsweg des Matings in S. cerevisiae (Merlini et al., 2013) ist in 
N. crassa bis auf die Beteiligung von Pheromonen, ihren entsprechenden Rezeptoren sowie hetero-
trimeren G-Proteinen bisher nur relativ wenig über das gerichtete Wachstum von Trichogynen auf 
männliche Zellen bekannt (Kim & Borkovich, 2004; Kim & Borkovich, 2006; Kim et al., 2002; Kim 
et al., 2012; Krystofova & Borkovich, 2005). Die Analyse der geschlechtlichen Entwicklung in 
diesem filamentösen Pilz wird zudem dadurch erschwert, dass viele Mutanten von potenziellen Genen, 
die an der Fruchtkörper-Entwicklung beteiligt sind, keinerlei oder lediglich unterentwickelte Proto-
perithezien bilden und damit bereits in einer sehr frühen Phase dieses Zyklus, noch vor dem Mating, 
blockiert sind (Chinnici et al., 2014; Fu et al., 2011; Lichius et al., 2012a). Unter den Signal-
transduktionswegen, welche im weiblichen Kreuzungspartner für die Bildung der Fruchtkörper 
essentiell sind, befinden sich unter anderem die drei in N. crassa vorhandenen MAPK-Module um 
MAK-1, MAK-2 bzw. OS-2 (Lichius et al., 2012a; Maerz et al., 2008; Park et al., 2008). Darüber 
hinaus spielen unter anderem der STRIPAK-Komplex, der NOX-Komplex um NOX-1/NOR-1 sowie 
ein Calcium-abhängiger Signalweg eine entscheidende Rolle für die weibliche Fertilität (Cano-
Domínguez et al., 2008; Chinnici et al., 2014; Dettmann et al., 2013). Um zu verstehen, auf welche 
Weise die zu Mpk1 bzw. Fus3 aus Hefe homologen MAP-Kinasen MAK-1 bzw. MAK-2 die Zell-
Zell-Interaktionen zwischen Mating-Partnern in N. crassa regulieren, könnten neben derer subzellu-
lären Lokalisierung Ansätze verfolgt werden, in denen die Signalproteine gezielt und dosisabhängig 
inhibiert werden. Neueste Untersuchungen in F. oxysporum lassen vermuten, dass Pheromone in 
filamentösen Pilzen im Gegensatz zu Hefe nicht über das MAPK-Modul des Fus3-Homologs 
wahrgenommen werden, sondern das gerichtete Wachstum stattdessen durch die MAPK-Kaskade der 
Zellwand-Integrität vermittelt wird (Turrà et al., 2015). Demnach sollte getestet werden, ob 
Trichogynen von N. crassa, welche eine ATP-Analog-sensitive Variante von MAK-1 oder MAK-2 
exprimieren, in Gegenwart von 1NM-PP1 noch männliche Zellen wahrnehmen und mit diesen 
fusionieren können. Da die Deletion des so-Gens keinen Einfluss auf das Mating hat (Fleissner et al., 
2005), könnte MAK-1 vermutlich eine von SO unabhängige Funktion in diesem Prozess ausüben. Aus 
diesem Grund wird angenommen, dass die in Δerg-2-Keimlingen beobachtete verminderte 
Funktionalität dieser MAP-Kinase in den Trichogynen der Mutante nicht zum Tragen kommt. 
Vermutlich wird MAK-1 in beiden Arten von Zell-Zell-Interaktionen zudem über unterschiedliche 
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Sensorproteine aktiviert, die jeweils anders mit der Plasmamembran und Sterolen assoziiert sein 
könnten. Während in N. crassa HAM-6, HAM-7 und HAM-8 die Aktivierung dieses MAPK-Moduls 
im Verlauf des vegetativen Zelldialogs zu vermitteln scheinen (Fu et al., 2014; Maddi et al., 2012), 
könnte ein Homolog des α-Pheromon-Rezeptors Ste2 von Hefe die Phosphorylierung von MAK-1 in 
Trichogynen regulieren (Turrà et al., 2015). Obwohl Sterole generell an polarisierten Zellspitzen in 
Pilzen vorzufinden sind (Alvarez et al., 2007), geben vorläufige Analysen mittels Filipin-Färbung 
darüber hinaus Grund zur Annahme, dass Trichogynen von N. crassa im Gegensatz zu Keimlingen 
keine Sterol-reichen Kappen aufweisen (Sarah-Anne Robson, unveröffentlichte Daten). Da Ergosterol 
stattdessen eher gleichmäßig entlang der gesamten Plasmamembran dieser Empfängnishyphen 
vorzufinden ist, scheint sich die veränderte Sterol-Zusammensetzung der erg-Mutanten auf die Zell-
Zell-Kommunikation und -Fusion zwischen Mating-Partnern nicht auszuwirken. 
Während das Mating zwischen Trichogynen und männlichen Zellen in N. crassa relativ leicht 
untersucht werden kann, stellt die Analyse von Fruchtkörpern aufgrund der Komplexität ihrer Gewebe 
und des großen Umfangs an verschiedenen Zelltypen und Entwicklungsphasen eine Herausforderung 
dar. Neben geeigneten Präparations- und Darstellungsverfahren erfordert es zudem einer gewissen 
experimentellen Erfahrung, um die verschiedenartigen Phänotypen interpretieren zu können. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurden die Fertilitätsdefekte der erg-Mutanten von N. crassa systematisch 
miteinander verglichen, wobei die phänotypische Ausprägung der Perithezien und Asci-Rosetten 
sowie die Mengen an freigesetzten Ascosporen im Vordergrund standen (siehe Abschnitt 3.4). In 
jedem Fall führt die Unterbrechung der Ergosterol-Biosynthese zu einer verminderten weiblichen 
sowie, mit Ausnahme von Δerg-2, männlichen Fertilität der Kreuzungspartner. Zwar unterscheidet 
sich das Ausmaß dieser Defekte voneinander, jedoch können für alle Mutanten ähnliche Tendenzen 
festgestellt werden. Demnach scheint in erster Linie der Mangel an Ergosterol für die schwache 
Fertilität der erg-Mutanten verantwortlich zu sein, während die Herausbildung individueller Phäno-
typen vermutlich auf die Akkumulation der jeweiligen Sterol-Intermediate zurückzuführen ist. 
Demzufolge kann während der geschlechtlichen Entwicklung, im Gegensatz zu den vegetativen Zell-
Zell-Interaktionen, keine klare Korrelation zwischen den strukturellen Merkmalen der Sterole und den 
Fertilitätsdefekten festgestellt werden. Stattdessen nimmt die Fähigkeit zur Bildung von sexuellen 
Nachkommen umso mehr ab, je früher die Reaktionsschritte der Ergosterol-Biosynthese unterbrochen 
sind (Abb. 4.7.1A). In Vergleich zu Δerg-10a Δerg-10b weist die Mutante Δerg-11 demnach zwar 
eine höhere Fertilität auf, jedoch sind deren Einschränkungen insgesamt noch größer als die von 
Δerg-2. Interessanterweise führt die zusätzliche Deletion von erg-2 in Δerg-11 bzw. Δerg-10a 
Δerg-10b zu einer leichten Verminderung der Fertilitätsdefekte im Vergleich zur Einzel- bzw. Doppel-
mutante. Vermutlich wirkt sich eine Doppelbindung zwischen den Positionen C24 und C28 in diesem 
Fall leicht begünstigend auf die Gesamteigenschaften der sich jeweils akkumulierenden Sterol -
Intermediate aus. Dennoch ähneln die Fertilitätsdefekte der Tripelmutante Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b  
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Abb. 4.7.1: Eine veränderte Sterol-Zusammensetzung mindert die Fertilität des Ascomyceten N. crassa. 
A: Mutanten der Ergosterol-Biosynthese von N. crassa, welche in den letzten Schritten der Reaktionsabfolge 
betroffen sind (vgl. Abb. 1.4.2A), akkumulieren strukturell unterschiedliche Sterol-Intermediate, welche die 
Fertilität beeinträchtigen. Durch die Unterbrechung des vermuteten Hauptbiosynthesewegs (schwarz) eröffnen 
sich zusätzliche Reaktionen (grau). Je früher die Reaktionsabfolge betroffen ist, desto weniger fertil sind die 
Kreuzungen. B: Heterozygote Kreuzungen mit den Einzelmutanten Δerg-10a und Δerg-10b bzw. der Doppel-
mutante Δerg-10a/b stören Entwicklungsprozesse nach Karyogamie. Schematische Darstellung der sich in den 
Zygoten befindlichen diploiden Zellkerne, welche Paare von homologen Chromosomen mit (Δ)erg-10a bzw. 
(Δ)erg-10b enthalten, sowie der daraus hervorgehenden Asci mit Ascosporen. Aufgrund ungepaarter Sequenz-
abschnitte werden die vorhandenen WT-Gene über MSUD inaktiviert, infolgedessen die Ergosterol-Biosynthese 
unterbrochen wird und sich ein Sterol-Intermediat mit ungünstigen Eigenschaften anreichert. Dadurch wird die 
Reifung der Ascosporen beeinträchtigt. Während der Helfer-Stamm, welcher der gestörten Fruchtkörper-
Entwicklung ausschließlich vor Karyogamie entgegenwirkt, diese Defekte nicht kompensieren kann, wird die 
Fertilität durch ΔSad-1, einem Suppressor von MSUD, vollständig wiederhergestellt. 
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nicht denjenigen von Δerg-2, sondern denen der Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b, sodass während 
der sexuellen Entwicklung die strukturellen Merkmale im Ringsystem über diejenigen in der 
Seitenkette dominieren. Abgesehen von den strukturellen Unterschieden zwischen den Sterol-
Intermediaten kann nicht ausgeschlossen werden, dass zumindest einige erg-Mutanten abweichende 
Sterol-Mengen aufweisen, die zusätzlich zu den Fertilitätsdefekten beitragen könnten. Daher sollten 
systematisch qualitative und quantitative Analysen der Sterol-Zusammensetzung von Proben, die aus 
vegetativen Hyphen sowie Fruchtkörpern stammen, vorgenommen werden. 
Ähnlich wie in Tieren und Pflanzen leisten in filamentösen Pilzen wie N. crassa die Eltern einen 
ungleichmäßigen Beitrag zur sexuellen Entwicklung. Während die Beschaffenheit des weiblichen 
Kreuzungspartners vor allem die Form der Perithezien bestimmt, tragen die männlichen Zellkerne 
lediglich zur Reifung der Ascosporen bei (Zimmerman et al., 2016). Da das maternale Gewebe nahezu 
sämtliche Bestandteile bereitstellt, die zum Aufbau der Fruchtkörper benötigt werden, darunter auch 
Ergosterol, ist die geringe weibliche Fertilität aller erg-Mutanten wahrscheinlich in erster Linie auf 
den Mangel dieses Lipids zurückzuführen. Infolgedessen entstehen selbst nach der Befruchtung mit 
WT-Zellkernen unterentwickelte Perithezien, die nur schwach ausgeprägte Rosetten an Asci 
beherbergen. In einem Heterokaryon mit dem Helfer-Stamm (Perkins, 1984), der die Biosynthese von 
Ergosterol wiederherstellt, wird diesen Entwicklungsdefekten der erg-Mutanten deutlich, für Δerg-2 
sogar vollständig, entgegengewirkt (siehe Abschnitt 3.4.1). Demnach werden die Gestalt der 
Fruchtkörper und das Ausmaß der darin enthaltenen Asci in erster Linie durch den weiblichen 
Kreuzungspartner bestimmt. Das Fusionsereignis in den Crozier-Hyphen, welches in dieser Arbeit 
nicht untersucht worden ist, könnte für die Bildung der Asci in N. crassa erforderlich sein 
(Abb. 1.2.1). Da der Helfer-Stamm der verminderten Bildung der Asci in den als weibliche 
Kreuzungspartner agierenden erg-Mutanten entgegenwirkt, könnte eine veränderte Sterol-Zusammen-
setzung die Crozier-Fusion direkt oder indirekt beeinträchtigen. Welche molekularen Faktoren die 
Fruchtkörper-Entwicklung regulieren, ist weitestgehend unbekannt. Die ausschließliche Einschrän-
kung der weiblichen Fertilität von Δerg-2 könnte auf eine verminderte Funktionalität von SO zurück-
zuführen sein. Zwar stört das Fehlen dieses Proteins genauso wie Δerg-2 weder das Mating noch die 
männliche Fertilität, jedoch wird die sexuelle Entwicklung vollständig blockiert, wenn eine 
so-Mutante als weiblicher Kreuzungspartner agiert (Fleissner et al., 2005). Während dabei jedoch 
keine Beteiligung von SO an der Crozier-Fusion festgestellt werden konnte, sollten entsprechende 
Untersuchungen klären, ob diese Sterol-Biosynthese-Mutante dieses Fusionsereignis stört. Abgesehen 
davon könnten auch weitere Entwicklungsschritte nach der Befruchtung und vor der Bildung der 
Hakenzellen auf ein Zusammenspiel von SO und Sterolen beruhen. Insgesamt scheint sich Δerg-2 
sowohl im Verlauf der sexuellen Vermehrung als auch während der vegetativen Zell-Zell-Inter-
aktionen (siehe Abschnitt 4.1) wie eine abgeschwächte Mutante des so-Gens zu verhalten. Da beide 
Prozesse interessanterweise von den gleichen Proteinen und/oder Signalwegen abhängig zu sein 
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scheinen (Fleissner et al., 2005; Fu et al., 2011; Kück et al., 2016; Simonin et al., 2010), sollten die 
Interaktionspartner von SO während der Fruchtkörper-Entwicklung mit denen in Keimlingspaaren 
verglichen werden. Innerhalb dieser Schnittmenge könnten sich möglicherweise Faktoren befinden, 
die spezifisch mit Sterolen in Verbindung stehen. 
Sowohl in N. crassa als auch in S. macrospora korreliert der Verlust der vegetativen Zell-Zell-
Interaktionen in den meisten Fällen mit einer frühen Blockade während der sexuellen Entwicklung 
dieser Ascomyceten (Bernhards & Pöggeler, 2011; Fu et al., 2011; Engh et al., 2010; Maerz et al., 
2008; Teichert et al., 2014). Die Ursache für diesen Zusammenhang konnte bisher jedoch nicht geklärt 
werden. Abgesehen von möglichen Defekten während des Matings und/oder der Crozier-Fusion wäre 
es vorstellbar, dass die Bildung von Anastomosen im vegetativen Myzel, welches die Fruchtkörper 
umgibt, ebenfalls zum Erfolg der geschlechtlichen Vermehrung beiträgt. Da Hyphenfusionen in der 
Pilzkolonie eine wichtige Rolle für die Verteilung von Organellen, Nährstoffen und Signalmolekülen 
einnehmen (Roper et al., 2013; Simonin et al., 2012), könnten Anastomosen möglicherweise auch an 
der Versorgung des maternalen Gewebes beteiligt sein. Die Differenzierung zu komplexen Zell-
verbänden, darunter den Fruchtkörpern von filamentösen Pilzen, könnte mit dem in Eukaryoten 
konservierten Prozess der Autophagie in Zusammenhang stehen (Voigt & Pöggeler, 2013a; Voigt & 
Pöggeler, 2013b). Durch den regulierten Abbau zellulärer Bestandteile in den Vakuolen vegetativer 
Hyphen würden Ressourcen, die zum Aufbau und/oder zur Erhaltung der Protoperithezien sowie 
Perithezien benötigt werden, wieder verfügbar gemacht und innerhalb des über Fusionsbrücken hoch 
vernetzten Myzels effizient an ihren Bestimmungsort transportiert werden. Obwohl in N. crassa das 
Tetraspanin TSP3 unter Autophagie-Bedingungen in der Membran von Vakuolen lokalisiert, beein-
trächtigt das Fehlen dieses integralen Membranproteins die Fruchtkörper-Entwicklung nicht (Heine & 
Petereit et al., 2016; Petereit, 2013). Da Tetraspanine jedoch allgemein an der Bildung von Protein-
komplexen innerhalb von Membrandomänen beteiligt sind und dabei auch mit Sterolen assoziiert sein 
können (Charrin et al., 2009; Silvie et al., 2006), könnte TSP3 als Markerprotein in verschiedenen 
erg-Mutanten exprimiert werden. Während vorläufige Analysen jedoch keinen Einfluss einer 
veränderten Sterol-Zusammensetzung auf die Lokalisierung dieses Proteins oder die Beschaffenheit 
der Vakuolen in vegetativen Hyphen von N. crassa, die auf Minimalmedium angezogen worden 
waren, feststellen konnten (nicht gezeigte Daten), weisen einige Sterol-Biosynthese-Mutanten von 
S. cerevisiae hingegen fragmentierte Vakuolen auf, die auf eine gestörte Membran-Fusion dieser 
Organellen zurückzuführen sind (Jones et al., 2010; Kato & Wickner, 2001). Im Hinblick auf die 
Fruchtkörper-Entwicklung filamentöser Pilze sollten zukünftige Studien daher klären, inwiefern 
speziell im vegetativen Myzel, welches das maternale Gewebe mit Nährstoffen versorgen könnte, 
Autophagie von Bedeutung sein ist. Möglicherweise wird der Aufbau komplexer Fruchtkörper durch 
ein Zusammenspiel aus Hyphenfusionen und Autophagie unterstützt, zwei zellulären Prozessen, die 
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durch eine veränderte Sterol-Zusammensetzung individuell oder auch zusammen beeinträchtigt sein 
könnten. 
Abgesehen von ihrem starken Einfluss auf die weibliche Fertilität üben die erg-Mutanten auch als 
männliche Kreuzungspartner einen nachteiligen Effekt auf die Reifung der Asci und Ascosporen aus, 
selbst wenn die Protoperithezien vom WT gebildet werden. In solchen heterozygoten Kreuzungen 
liegen die weiblichen und männlichen Zellkerne innerhalb der Enden der Crozier-Hyphen und im 
jungen Ascus in gleichen Zahlenverhältnissen vor (Abb. 1.2.1). Zwar könnte sich der Genotyp der erg-
Mutanten hierbei besonders auf die Entwicklung dieser Zellen bemerkbar machen, jedoch würden 
Dosiseffekte in solchen Heterokaryen genauso gut einen WT-ähnlichen Zustand ermöglichen. 
Insgesamt ist nicht bekannt, wie sehr die Transkripte der männlichen Zellkerne innerhalb des 
maternalen Gewebes, welches wahrscheinlich zum Großteil auf den Genprodukten des weiblichen 
Kreuzungspartners basiert, zur Geltung kommen. Vermutlich kann sich die Wirkung der männlichen 
Zellkerne der erg-Mutanten daher erst nach der Karyogamie, beginnend mit der Ascus-Entwicklung, 
entfalten. Entsprechend dieser Annahme konnte die systematische Analyse von Kreuzungsansätzen, an 
denen die Einzelmutanten Δerg-10a und Δerg-10b sowie die Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b 
beteiligt waren, einen deutlichen Einfluss dieser Gendeletionen auf die Reifung der Asci und Asco-
sporen feststellen (Abb. 3.4.4 & Abb. 3.4.4). Sämtliche heterozygote Kreuzungen, in denen sich 
während der Karyogamie die WT- und deletierten Loci von sowohl erg-10a als auch erg-10b aufgrund 
ihrer unterschiedlichen Nukleotid-Sequenzen nicht paaren können, setzen eine verminderte Anzahl an 
Nachkommen frei. Aufgrund dieser Beobachtung wurde vermutet, dass die vorhandenen WT-Kopien 
dieser nicht gepaarten Gen-Loci über einen als MSUD (Meiotic silencing of unpaired DNA) bezeich-
neten Prozess inaktiviert werden (Shiu et al., 2001). Dadurch würde ein Zustand entstehen, in dem 
erg-10a und erg-10b nicht transkribiert werden, infolgedessen die Biosynthese von Ergosterol ähnlich 
wie in der Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b unterbrochen wäre (Abb. 4.7.1B). MSUD wird durch 
die Mutation des Gens Sad-1, welches für eine RNA-abhängige RNA-Polymerase codiert, supprimiert 
(Shiu et al., 2001). Der vorherigen Annahme entsprechend kompensiert ein kombinatorischer Ansatz 
unter Verwendung des Helfer-Stamms und der ΔSad-1-Mutante die Fertilitätsdefekte von Δerg-10a 
Δerg-10b sowohl vor als auch nach Karyogamie vollständig (Abb. 3.4.8). Auch heterozygote 
Kreuzungen zwischen den Einzelmutanten Δerg-10a und Δerg-10b erlangen durch die Deletion von 
Sad-1 in einem der beiden Kreuzungspartner ihre volle Fertilität zurück (Abb. 3.4.7). Die verminderte 
Reifung der Asci und Ascosporen in Kreuzungen mit diesen erg-Mutanten verdeutlicht daher, dass der 
Mangel an Ergosterol und/oder die Akkumulation von Sterol-Intermediaten diese Phase der sexuellen 
Entwicklung empfindlich stört. Eine geeignete Sterol-Zusammensetzung ist sicherlich Voraussetzung 
für Entwicklungsprozesse, die mit Membranen in Verbindung stehen, darunter die Verlängerung der 
Asci sowie die Abgrenzung der Ascosporen. Im Vergleich zu homozygoten Kreuzungen mit Δerg-10a 
Δerg-10b ruft MSUD in diesen Kreuzungsansätzen jedoch relativ überschaubare Defekte hervor. 
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Zudem hält die Wirkung dieses Mechanismus nur vorrübergehend an, sodass in den Ascosporen, 
welche die WT-Gene für erg-10a und/oder erg-10b tragen, Ergosterol wieder gebildet werden kann. 
Demgegenüber stehen die gravierenden Effekte auf die Reifung der Asci, die beispielsweise durch die 
MSUD-vermittelte Inaktivierung der für Aktin oder β-Tubulin codierenden Gene hervorgerufen 
werden (Shiu et al., 2001). Dabei bilden sich stark deformierte bzw. sich nicht weiterentwickelnde 
Asci, infolgedessen solche Kreuzungen steril sind. Die vergleichsweise milden Defekte, die durch die 
Deletion der erg-Gene entstehen, legen nahe, dass das Fehlen von Ergosterol während der sexuellen 
Entwicklung von N. crassa durch seine Vorstufen mitunter kompensiert werden kann und die 
Reifungsprozesse in den Perithezien, wenn auch weniger effizient, prinzipiell noch ablaufen können. 
Hinsichtlich der verminderten weiblichen und männlichen Fertilität von Δerg-11, Δerg-2 Δerg-11 
sowie Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b wird vermutet, dass Kreuzungsansätze dieser Mutanten mit dem 
Helfer-Stamm und dem Suppressor ΔSad-1 in ähnlicher Weise die Defekte ausgleichen werden. Die 
schwache Fruchtkörper-Entwicklung von Δerg-1, welche der von Δerg-10a Δerg-10b stark ähnelt, 
konnte in entsprechenden kombinatorischen Ansätzen bereits vollständig kompensiert werden 
(Herzog, 2014). Für Kreuzungen mit Δerg-2 scheint MSUD jedoch keine Bedeutung zu haben, da die 
Mutante keinen Einfluss auf die männliche Fertilität ausübt. Demzufolge unterstützt Ergosta-
5,7,22,24(28)-tetraenol, im Gegensatz zu anderen Vorstufen von Ergosterol, die Entwicklungsprozesse 
nach Karyogamie. Das sich in Δerg-2 akkumulierende Sterol-Intermediat nimmt damit in N. crassa 
einen spezifischen Einfluss auf sowohl die vegetative Zell-Zell-Interaktionen als auch die Reifung 
junger Fruchtkörper ein. Möglicherweise bedienen sich beide Prozesse, trotz ihrer Unterschiede, 
ähnlicher molekularer Mechanismen. Dabei könnten Signaltransduktionswege, an denen unter 
anderem das Protein SO beteiligt ist, von zentraler Bedeutung sein. 
 
4.8 Inhibitoren der Ergosterol-Biosynthese beeinträchtigen die Funktion 
von Proteinen der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen 
Die meisten Pilzspezies, darunter Arten mit saprophytischer, mutualisitischer aber auch pathogener 
Lebensweise, bilden Ergosterol. Dessen Biosynthese schließt wie diejenige von Cholesterol, dem 
Hauptsterol von Säugerzellen, die Bildung von Lanosterol ein, während die darauffolgenden Schritte 
pilzspezifisch sind (Mitsche et al., 2015; Nelson & Cox, 2013; Parks & Casey, 1995; Weete et al., 
2010). Aufgrund der evolutionär nahen Verwandtschaft der Pilze zu den Tieren bzw. dem Menschen 
stellt der Biosyntheseweg von Ergosterol, neben der pilzlichen Zellwand, weiterhin einen der 
wichtigsten Angriffspunkte gängiger Antimykotika dar (Denning & Bromley, 2015). Unter diesen 
Substanzen finden vor allem die Fungistatika aus der Gruppe der Azol-Verbindungen sowie die 
fungizid wirkenden Polyene eine breite Anwendung gegen tier- und humanpathogene Pilzspezies, 
darunter Gattungen wie Aspergillus, Candida, Fusarium, Cryptococcus und Pneumocystis (Denning & 
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Bromley, 2015; Gray et al., 2012; Lupetti et al., 2002; te Welscher et al., 2008). Beispielsweise 
inhibieren Azole wie Fluconazol (FLZ) die Demethylierungsreaktion an Position C14 (Abb. 1.4.1), 
wodurch die Biosynthese von Ergosterol unterbrochen wird und sich Sterol-Intermediate mit toxischen 
Eigenschaften in der Plasmamembran der Pilzzelle anreichern (Lupetti et al., 2002). Das zunehmende 
Auftreten von klinischen Isolaten mit Resistenzen gegenüber diesen Antimykotika erfordert jedoch ein 
besseres Verständnis ihrer Wirkungsweise sowie alternative Ansätze zur Therapie von schwer zu 
behandelnden Mykosen (Denning & Bromley, 2015). Der im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Effekt 
von FLZ auf N. crassa bietet daher einen Einblick in die molekularen Mechanismen und Signaltrans-
duktionswege, die durch eine gestörte Sterol-Biosynthese beeinträchtigt sein könnten. 
Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand die Frage, ob die Behandlung von Keimlingen mit FLZ 
einen spezifischen Einfluss auf die vegetativen Zell-Zell-Interaktionen ausüben würde. Tatsächlich 
bewirkt dieses Azol eine dosisabhängige Abnahme des gerichteten Wachstums zwischen den Zellen 
des WT-Stamms bzw. denen aller erg-Mutanten, wobei erst hohe Mengen an FLZ zusätzlich die 
allgemeine Vitalität der Kulturen beeinträchtigen (Abb. 3.5.3A & Abb. 3.5.6). Überraschenderweise 
adaptieren WT-Keimlinge in einem gewissen Ausmaß die für Δerg-2 typischen, sich umeinander 
drehenden Zell-Zell-Kontakte (Abb. 3.5.8A). Aufgrund dessen wirkt sich die Behandlung mit FLZ 
scheinbar auf die molekularen Faktoren aus, deren Beeinträchtigung auch den spezifischen Defekt der 
Δerg-2-Zellen verursacht. Solche Defekte treten jedoch nur dann auf, wenn die Zellen dauerhaft FLZ 
ausgesetzt werden. Zellpaare eines WT-Stamms von S. cerevisiae, die vor dem Mating mit diesem 
Inhibitor behandelt werden, fusionieren ebenfalls nur vermindert miteinander, wobei dieser Defekt 
jedoch solchen Mutanten ähnelt, die eine gestörte Plasmamembran-Fusion aufweisen (Jin et al., 2008). 
Dieser ungleiche Einfluss von FLZ auf die Keimlingsinteraktionen in N. crassa bzw. das Mating in 
Hefe könnte auf die molekularen Unterschiede beider Prozesse zurückzuführen sein. Da das Ziel-
enzym der Azole, die C14-Sterol-Demethylase Erg11 (homolog zu ERG-8 in N. crassa), in beiden 
Spezies mit Lanosterol bzw. Eburicol vermutlich nicht die gleichen Substrate umsetzt (Abb. 1.4.1), 
würden sich durch dessen Inhibierung zudem strukturell unterschiedliche Sterol-Intermediate 
akkumulieren, welche die Membran-Eigenschaften verschiedenartig beeinflussen könnten. 
Entsprechend seiner hemmenden Wirkung führt FLZ zur Unterbrechung der Ergosterol-Biosynthese 
im WT von N. crassa. Infolgedessen reichern sich Sterol-Intermediate an, die zusätzliche Methyl-
Gruppen im Ringsystem enthalten und eine deutlich veränderte Anordnung der Doppelbindungen im 
gesamten Molekül aufweisen (Abb. 3.5.4). Eine dieser möglichen Verbindungen, Eburicol, wurde 
ebenfalls in Kulturen von N. crassa nachgewiesen, die Ketoconazol ausgesetzt worden waren (Chen 
et al., 2016; Sun et al., 2013). Der zusätzliche Nachweis von 14-Methyl-Ergosta-8,24(28)-dien-3,6-
diol in diesen Studien, ein oxidiertes Sterol-Intermediat, welches im Gegensatz zur vorliegenden 
Arbeit auch in anderen Pilzspezies nach Azol-Behandlung identifiziert werden konnte (Joseph-Horne 
et al., 1995; Kelly et al., 1995; Vanden Bossche et al., 1990), könnte auf das erhöhte Detektions-
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vermögen von HPLC-MS gegenüber der hier eingesetzten GC-MS zurückzuführen sein (Burkard 
et al., 2004; Honda et al., 2010). Obwohl bekannt ist, dass es in Folge der Inhibierung der Ergosterol-
Biosynthese durch Azole zu einer Verschiebung der Sterol-Zusammensetzung kommt, ist bisher 
weitestgehend vernachlässigt worden, ob die Gesamtmenge an Sterolen pro Biomasse dadurch 
beeinflusst wird. Vermutlich kommt es nicht nur zum Mangel von Ergosterol und zur Akkumulation 
methylierter Sterol-Intermediate (Arthington-Skaggs et al., 1999; Griffiths et al., 2003; Harmouch 
et al., 1995; Jin et al., 2008; Joseph-Horne et al., 1996), sondern insgesamt auch zu einer Abnahme 
der Sterol-Menge innerhalb der Membranen von Pilzen (Hahn & Hamdan, 2000; Sanati et al., 1997). 
Durch dieses Zusammenspiel ungünstiger Faktoren wird die Organisation der Membran drastisch 
verändert. Fluconazol setzt die Festigkeit und den Ordnungsgrad der Lipiddoppelschicht deutlich 
herab, sodass deren Packungsdichte abnimmt. Infolgedessen erhöht sich die Beweglichkeit der 
Moleküle, wodurch die Fluidität der Membran gesteigert wird (Abe et al., 2009; Sgherri et al., 2014). 
Dadurch werden wahrscheinlich vielfältige Prozesse, die direkt oder indirekt mit der Zellperipherie in 
Verbindung stehen, empfindlich gestört. In N. crassa wird der transkriptionelle Repressor CSP-1 in 
Gegenwart von Azolen inhibiert, wodurch die Expression einer Reihe von Genen induziert wird, 
darunter erg-Gene sowie cdr4, welches für eine Effluxpumpe codiert (Chen et al., 2016). Die 
Überexpression solcher Transportproteine stellt unter anderem einen weitverbreiteten Resistenz-
mechanismus pathogener Pilzspezies dar, um die intrazelluläre Konzentration dieser Antimykotika 
gering zu halten (Pemán et al., 2009). Darüber hinaus führen Aminosäure-Substitutionen in der 
C5-Sterol-Desaturase Erg3 von Candida-Spezies, S. cerevisiae und Ustilago maydis zur Resistenz 
gegenüber Azolen, da sich folglich weniger schädliche Sterol-Intermediate anreichern, welche das 
Überleben der Zelle wieder gewährleisten (Abe et al., 2009; Joseph-Horne et al., 1995; Martel et al., 
2010; Morio et al., 2012). In filamentösen Pilzen scheint solch ein Mechanismus hingegen nicht zu 
existieren, da für die humanpathogene Spezies Aspergillus fumigatus keine Hinweise auf Erg3 im 
Zusammenhang mit Azol-Resistenzen bekannt sind (Ferreira et al., 2005), und die entsprechende 
Mutante Δerg-10a Δerg-10b von N. crassa unvermindert sensitiv gegenüber FLZ ist (Abb. 3.5.5). 
Die mit FLZ behandelten WT-Zellen von N. crassa, die ein Δerg-2-ähnliches Verhalten nach Zell-
Zell-Kontakt aufweisen, fehllokalisieren SO entlang der gesamten Plasmamembran. Damit führt die 
Akkumulation sowohl von Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol als auch von Lanosterol, Obtusifoliol oder 
Eburicol zu einer gestörten subzellulären Lokalisierung dieses Proteins in Keimlingspaaren 
(Abb. 3.5.9A). Aufgrund der wahrscheinlichen Verbindung von SO mit dem MAK-1-Signalweg 
während der vegetativen Zell-Zell-Interaktionen (siehe Abschnitte 4.1 & 4.2) wird erwartet, dass die 
Rekrutierung der MAP-Kinase unter diesen Bedingungen ebenfalls beeinträchtigt sein wird. Im 
Gegensatz zu den Beobachtungen in Δerg-2 stört FLZ zusätzlich die Rekrutierung von MAK-2, ohne 
jedoch zu einer SO-ähnlichen Fehllokalisierung dieser MAP-Kinase zu führen. Daher scheinen die 
Signalkomplexe, an denen SO und MAK-2 jeweils beteiligt sind, auf unterschiedliche Art und Weise 
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mit der Membran assoziiert zu sein und, ähnlich zu Δerg-2, entsprechend anders auf eine veränderte 
Sterol-Zusammensetzung zu reagieren. Vermutlich existieren parallel mehrere Sterol-reiche Membran-
domänen, die unterschiedliche Zusammensetzungen, Größen und Stabilitäten aufweisen. Die 
Inhibierung der Ergosterol-Biosynthese beeinträchtigt möglicherweise vielfältige Membran-ständige 
Proteinkomplexe auf eine eher unspezifische Art und Weise, wohingegen die Deletion von erg-2 einen 
hoch selektiven Einfluss auf SO und MAK-1 ausübt. Die subzelluläre Lokalisierung einer Reihe von 
Faktoren, darunter das Aktin-Zytoskelett, Polaritätsfaktoren wie BEM1 und RAC-1 sowie das 
Scaffold-Protein HAM-5, in mit FLZ behandelten Keimlingen und Hyphen könnte Aufschluss darüber 
geben, welche molekularen Faktoren besonders sensitiv gegenüber der Akkumulation von toxischen 
Sterol-Intermediaten sind. 
Da SO ein für filamentöse Ascomyceten spezifisches Protein ist, welches neben den vegetativen Zell-
Zell-Interaktionen an einer Reihe weiterer zellulärer Prozesse beteiligt ist, könnte dieses Protein 
möglicherweise für antimykotische Ansätze ausgenutzt werden. In Gegenwart von FLZ reichern WT-
Keimlinge, die sich nicht in Interaktion mit anderen Zellen befinden, zahlreiche Aggregate von SO an, 
die sich entlang der gesamten Zellperipherie verteilen (Abb. 7.5.6). Die Erscheinung dieser Strukturen 
ähnelt den Aggregaten von AoSo in Hyphen von A. oryzae, welche nach Hitzeschock mit Stress-
partikeln assoziiert sind (Huang et al., 2013). Vermutlich beteiligt sich dieses Homolog von SO an 
einem Mechanismus, welcher mRNA in einem nicht-translatierten aber dennoch, sobald die 
Stressbedingungen nachlassen, schnell abrufbaren Zustand versetzt. Die Anzahl und Größe der SO-
Partikel in N. crassa nimmt sogar noch zu, wenn die mit FLZ behandelten Keimlinge auf Medium mit 
reduziertem Calcium-Gehalt angezogen werden (Abb. 7.5.6). Ca2+-Ionen sind unter anderem für das 
gerichtete Wachstum vegetativer Zellen unverzichtbar und könnten dabei an der Freisetzung eines 
Signalmoleküls, dessen Sekretion mit der Rekrutierung von SO an die Zellspitzen in Verbindung 
gebracht wird, beteiligt sein (Fleissner et al., 2009a; Palma-Guerrero et al., 2013). Zwar ist die Stress-
vermittelte Bildung der SO-Aggregate nicht von Calcium abhängig, jedoch könnte die Funktion des 
Proteins unter diesen Bedingungen, trotz vermehrter Rekrutierung, beeinträchtigt sein. Da FLZ in 
Abwesenheit von Ca2+ sogar eine fungizide Wirkung entfaltet (Abb. 7.5.7), wäre es möglich, dass 
diese Ionen an molekularen Mechanismen beteiligt sind, welche die Widerstandsfähigkeit der Zellen 
gegenüber dieser Gruppe von Antimykotika vermitteln. In ähnlicher Weise übt die Inhibierung von 
Ca2+-Transportern oder Ca2+-abhängigen Signalproteinen wie Calmodulin und Calcineurin zusammen 
mit Azolen eine synergistische Wirkung gegenüber pathogenen Pilzspezies aus (Liu et al., 2015; 
Onyewu et al., 2007). Abgesehen von Signaltransduktionswegen, die durch die intrazelluläre Konzen-
tration an Ca2+ reguliert werden, scheint die Interaktion dieses bivalenten Ions mit dem anionischen 
Lipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) die Bildung von Membrandomänen an der 
zytosolischen Seite der Lipiddoppelschicht zu vermitteln (Levental et al., 2009). Eine verminderte 
Konzentration an Calcium-Ionen könnte dadurch genauso wie die Akkumulation von toxischen Sterol-
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Intermediaten nach FLZ-Behandlung die Funktionalität von Membran-ständigen Proteinkomplexen 
und damit zahlreiche zelluläre Prozesse stören. In S. cerevisiae werden GEF-Proteine, welche die 
GTPase Rho1 aktivieren, über die Interaktion ihrer PH-Domänen mit PIP2 an die Plasmamembran 
rekrutiert, wodurch sie den Zellwand-Integritäts-Signalweg aktivieren (Levin, 2011). Da diese 
Signalkaskade für die vegetativen Zell-Zell-Interaktionen filamentöser Pilze essentiell ist (siehe 
Abschnitt 4.2) und in N. crassa die Phosphoinositid-Kinase MSS-4, welche an der Synthese von PIP2 
beteiligt ist, verstärkt an den Zellspitzen sowie an der Fusionspore von Keimlingspaaren lokalisiert 
(Mähs et al., 2012), wäre es möglich, dass sich ein Mangel an Ca2+ auf die Aktivierung des MAPK-
Moduls um MAK-1, welches mit SO in Verbindung steht, auswirkt. 
Nicht nur durch das Fehlen von Calcium-Ionen, sondern auch durch eine Erhöhung der Umgebungs-
temperatur wird die inhibierende Wirkung von FLZ auf das Wachstum von N. crassa deutlich 
gesteigert (Abb. 7.5.4). In anderen Pilzspezies, darunter solchen aus der Gattung Candida, konnten 
sowohl positive als auch negative Korrelationen zwischen der Sensitivität gegenüber Azolen, weiteren 
Inhibitoren der Ergosterol-Biosynthese (z.B. Amorolfin) sowie Polyenen (z.B. Amphotericin B) und 
einer erhöhten Temperatur festgestellt werden (Odds, 1993). Aus diesem Grund ist es erforderlich, den 
jeweiligen Zusammenhang in Abhängigkeit von der Spezies und dem verwendeten Inhibitor 
individuell zu ermitteln. Unter Stressbedingungen wie etwa erhöhter Temperatur vermitteln 
Hitzeschock-Proteine (Chaperone), darunter vor allem Hsp90, die Stabilität und Faltung von Proteinen 
in Pilzen (Tiwari et al., 2015). Da Hsp90 auch die Widerstandsfähigkeit der Zellen gegenüber 
Antimykotika reguliert, stellen neuartige Inhibitoren dieses Chaperons bzw. seiner Zielproteine 
(z.B. Calcineurin) vielversprechende Kandidaten im Kampf gegen resistent gewordene pathogene 
Pilze dar. So nimmt die Wirksamkeit von Azol-Verbindungen und Zellwand-schädigenden Substanzen 
deutlich zu, wenn gleichzeitig die mit Hsp90 assoziierten Funktionen inhibiert werden (Jacob et al., 
2015; Lamoth et al., 2016; Veri & Cowen, 2014). Allgemein sind solche kombinatorischen Ansätze 
aus eher allgemeinen Stressfaktoren und spezifischen Antimykotika dazu geeignet, die effektive 
Konzentration dieser Wirkstoffe zu senken und zudem der Entstehung sowie der Ausbreitung von 
resistenten Pilzspezies vorzubeugen. Studien an klinischen Isolaten von C. albicans legen nahe, dass 
die mit einer Resistenz gegenüber Wirkstoff-Kombinationen in Verbindung stehenden Fitnesskosten 
zu gravierend sind, um das allgemeine Wachstum solcher Pilzzellen im Wirtsorganismus weiterhin 
unterstützen zu können (Hill et al., 2015). Zusammen mit dem Verständnis über die molekularen 
Prozesse, welche in Pilzen durch Antimykotika betroffen werden, wird es mit solchen Ansätzen in 
Zukunft möglich werden, die Diagnostik und Therapie von lebensbedrohlichen Mykosen entscheidend 
zu verbessern. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 
Koordinierte Interaktionen zwischen Zellen tragen zur Entwicklung und Vermehrung eukaryotischer 
Lebewesen bei. Im filamentösen Pilz Neurospora crassa beginnt die Bildung eines Myzels mit dem 
Wechselspiel zwischen keimenden Sporen, die zahlreich miteinander in Kontakt treten und zu 
ausgedehnten Zellverbänden fusionieren. Während des gerichteten Wachstums dieser vegetativen 
Zellen werden die MAP-Kinase MAK-2 und das Protein SO oszillierend an die Keimlingsspitzen 
rekrutiert, was vermutlich das wechselseitige Senden und Empfangen von Signalen zwischen den 
Interaktionspartnern widerspiegelt. Die MAP-Kinase MAK-1, dessen Signalkaskade mit SO in 
Verbindung stehen könnte, ist ebenfalls für die Zell-Zell-Kommunikation essentiell und scheint 
darüber hinaus genauso wie MAK-2 am Fusionsprozess beteiligt zu sein. Um genauer verstehen zu 
können, welche Bedeutung die subzelluläre Lokalisierung dieser Signalproteine für den koordinierten 
Zelldialog einnimmt, wurde das Verhalten von Mutanten der Ergosterol-Biosynthese, deren jeweilige 
Sterol-Intermediate die Beschaffenheit der Plasmamembran verändern, analysiert. 
Keimlinge der Mutante Δerg-2 interagieren deutlich vermindert miteinander und setzen trotz Zell-
Zell-Kontakts das gerichtete Wachstum fort, infolgedessen sie kaum miteinander fusionieren. Diese 
Defekte gehen mit einer selektiven Beeinträchtigung von SO und MAK-1 einher. Während die 
dynamische Rekrutierung von MAK-2 unbeeinträchtigt bleibt, wird SO in Δerg-2-Zellpaaren nur 
schwach rekrutiert und fehllokalisiert entlang der gesamten Plasmamembran. Zudem ist MAK-1 im 
Gegensatz zu dessen robuster Rekrutierung im Wildtyp kaum an der Kontaktstelle zwischen Δerg-2-
Zellen vorzufinden. Die gestörte subzelluläre Lokalisierung dieser MAP-Kinase korreliert mit ihrer 
geringen Phosphorylierung in den Keimlingen der Mutante, wohingegen die Aktivierung von MAK-2 
nicht betroffen ist. Dementsprechend bewirkt die gezielte Inhibierung einer ATP-Analog-sensitiven 
Variante von MAK-1, jedoch nicht die von MAK-2, den für Δerg-2 charakteristischen Defekt 
zwischen Keimlingspaaren. Im Einklang mit der Vermutung, dass das MAPK-Modul um MAK-1 
durch SO als Scaffold-Protein stabilisiert und über das Zellwand-Sensorprotein HAM-7 aktiviert wird, 
verursacht auch die verminderte Expression dieser beiden Faktoren ein zu Δerg-2 vergleichbares 
Verhalten während der Zell-Zell-Interaktionen. 
Unter den Ergosterol-Biosynthese-Mutanten von N. crassa korreliert das Δerg-2-ähnliche Verhalten 
von Keimlingen weder mit dem Mangel an Ergosterol noch mit einer veränderten Gesamtmenge an 
Sterolen, sondern spezifisch mit der Akkumulation von Sterol-Intermediaten, die eine konjugierte 
Doppelbindung in der Seitenkette dieser Moleküle enthalten. Da dieses strukturelle Merkmal die 
Interaktionen zwischen Zellen, die erhöhten Temperaturen ausgesetzt werden, auf eine reversible Art 
und Weise blockiert, wird vermutet, dass die Fluidität der Plasmamembran in Δerg-2 übersteigert sein 
könnte. Entsprechend dieser Annahme bewirkt auch der Ergosterol-Biosynthese-Inhibitor Fluconazol, 
welcher zur Akkumulation von ungewöhnlichen Sterol-Intermediaten mit erhöhter lateraler Diffusion 
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führt, einen dosisabhängigen Rückgang des gerichteten Wachstums des Wildtyps und aller erg-
Mutanten. Unter diesen Bedingungen setzen Wildtyp-Keimlinge nach Zell-Zell-Kontakt das gerichtete 
Wachstum in einer Δerg-2-ähnlichen Art und Weise fort und fehllokalisieren zudem SO entlang der 
Plasmamembran. 
Obwohl Keimlingspaare der Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b ungestört miteinander interagieren 
und mit dem Wildtyp vergleichbare Kontaktstellen ausbilden, sind sie nur eingeschränkt zur Zell-Zell-
Fusion befähigt. Das Auftreten von zytoplasmatischen Invaginationen zwischen den Interaktions-
partnern deutet auf Einschränkungen während der Verschmelzung der Plasmamembranen hin. Jedoch 
kann dieser Defekt von Δerg-10a Δerg-10b nicht mit dem Transmembranprotein PRM1, welches in 
N. crassa die allgemeine Plasmamembran-Fusionsmaschinerie während sowohl der vegetativen als 
auch geschlechtlichen Entwicklung reguliert, in Verbindung gebracht werden. Da auch Keimlinge der 
Δerg-1-Mutante eine zur Doppelmutante vergleichbare Störung der Keimlingsfusionen aufweisen, 
scheint die Akkumulation von Sterol-Intermediaten mit einer veränderten Anordnung der Doppel-
bindungen im Ringsystem diesen Prozess spezifisch stören. Im Gegensatz zu ΔPrm1 wirkt sich die 
veränderte Sterol-Zusammensetzung von Δerg-10a Δerg-10b jedoch nicht noch zusätzlich auf die 
Zell-Zell-Fusionen zu Beginn der sexuellen Vermehrung aus. 
Trotz der uneingeschränkten Fähigkeit zur Kommunikation und Fusion zwischen Kreuzungspartnern 
ist die darauffolgende Reifung und Entwicklung der Fruchtkörper aller erg-Mutanten von N. crassa 
deutlich gestört. Anders als für die vegetativen Zell-Zell-Interaktionen kann jedoch keine eindeutige 
Korrelation zwischen der Struktur der Sterole und den Defekten während der sexuellen Vermehrung 
festgestellt werden. Während der Mangel an Ergosterol sowohl die weibliche als auch, mit Ausnahme 
von Δerg-2, männliche Fertilität einschränkt, scheint die individuelle Ausprägung der Perithezien und 
der darin enthaltenen Asci durch die Akkumulation der jeweiligen Sterol-Intermediate beeinflusst zu 
werden. Im Speziellen kann die stark verminderte Fertilität von Δerg-10a Δerg-10b in heterozygoten 
Kreuzungsansätzen mit dem Wildtyp auf einen Geninaktivierungs-Mechanismus nach Karyogamie 
zurückgeführt werden. 
Insgesamt konnte in dieser Arbeit anhand ausgewählter Phasen im Lebenszyklus des Modell-
organismus N. crassa demonstriert werden, dass Sterole einen allgemeinen aber dennoch spezifischen 
Einfluss auf eukaryotische Entwicklungs- und Differenzierungsprozesse ausüben. Insbesondere 
entfalten definierte strukturelle Merkmale dieser Lipide eine selektive Wirkung auf spezifische 
Signalwege und den daran beteiligten Proteinen. Da sich das gegenwärtige Modell des Zelldialogs von 
N. crassa wahrscheinlich auch auf andere filamentöse Pilze wie den in dieser Arbeit betrachteten 
Pflanzenschädling B. cinerea übertragen lässt und unter anderem die Beteiligung von MAP-Kinasen 
und ROS einschließt, stellen diese Spezies geeignete Systeme dar, mit denen nicht nur die 
Lebensweise dieser Mikroorganismen, sondern generell das dynamische Zusammenspiel zwischen 
konservierten eukaryotischen Signalkomplexen und der Lipiddoppelschicht untersucht werden kann. 
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7 ANHANG 
7.1 Anhang zu Abschnitt 3.1 
Tab. 7.1.1: Daten zur quantitativen Bestimmung des gerichteten Wachstums von Keimlingen des WT-
Stamms und verschiedener erg-Mutanten. 
Stamm Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
 
Stamm Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
WT           
(N1-01) 
1 85 69 83 
 
Δerg-2   
Δerg-10a 
(N4-32) 
1 92 41 89 
[%]   81,2 97,6 
 
[%]   44,6 96,7 
2 82 65 79 
 
2 91 52 89 
[%]   79,3 96,3 
 
[%]   57,1 97,8 
3 102 81 99 
 
3 90 48 87 
[%]   79,4 97,1 
 
[%]   53,3 96,7 
Mittelwert [%] 80,0 97,0 
 
Mittelwert [%] 51,7 97,1 
Fehler [%] 1,1 0,7 
 
Fehler [%] 6,4 0,6 
Δerg-1 
(MW_308) 
1 74 61 72 
 
Δerg-2   
Δerg-10b 
(N4-34) 
1 81 46 78 
[%]   82,4 97,3 
 
[%]   56,8 96,3 
2 89 73 86 
 
2 74 37 72 
[%]   82,0 96,6 
 
[%]   50,0 97,3 
3 93 75 90 
 
3 63 32 60 
[%]   80,6 96,8 
 
[%]   50,8 95,2 
Mittelwert [%] 81,7 96,9 
 
Mittelwert [%] 52,5 96,3 
Fehler [%] 0,9 0,4 
 
Fehler [%] 3,7 1,0 
Δerg-2    
(N2-35) 
1 71 35 70 
 
Δerg-2   
Δerg-11     
(N4-36) 
1 102 82 97 
[%]   49,3 98,6 
 
[%]   80,4 95,1 
2 68 39 66 
 
2 118 89 115 
[%]   57,4 97,1 
 
[%]   75,4 97,5 
3 63 29 62 
 
3 101 79 95 
[%]   46,0 98,4 
 
[%]   78,2 94,1 
Mittelwert [%] 50,9 98,0 
 
Mittelwert [%] 78,0 95,5 
Fehler [%] 5,8 0,8 
 
Fehler [%] 2,5 1,7 
Δerg-10a 
(N4-26) 
1 86 74 84 
 
Δerg-10a 
Δerg-10b 
(N4-38) 
1 69 52 67 
[%]   86,0 97,7 
 
[%]   75,4 97,1 
2 96 80 94 
 
2 107 82 104 
[%]   83,3 97,9 
 
[%]   76,6 97,2 
3 79 64 77 
 
3 79 60 76 
[%]   81,0 97,5 
 
[%]   75,9 96,2 
Mittelwert [%] 83,5 97,7 
 
Mittelwert [%] 76,0 96,8 
Fehler [%] 2,5 0,2 
 
Fehler [%] 0,6 0,5 
Δerg-10b 
(N4-30) 
1 85 67 83 
 
Δerg-2   
Δerg-10a 
Δerg-10b 
(N4-40) 
1 55 26 55 
[%]   78,8 97,6 
 
[%]   47,3 100,0 
2 86 70 85 
 
2 55 31 54 
[%]   81,4 98,8 
 
[%]   56,4 98,2 
3 95 81 92 
 
3 82 40 80 
[%]   85,3 96,8 
 
[%]   48,8 97,6 
Mittelwert [%] 81,8 97,8 
 
Mittelwert [%] 50,8 98,6 
Fehler [%] 3,2 1,0 
 
Fehler [%] 4,9 1,3 
Δerg-11 
(N4-28) 
1 102 84 99 
      
[%]   82,4 97,1 
      
2 100 81 98 
      
[%]   81,0 98,0 
      
3 92 73 90 
      
[%]   79,3 97,8 
      
Mittelwert [%] 80,9 97,6 
      
Fehler [%] 1,5 0,5 
      
Die Fehler aller Mittelwerte sind als Standardabweichung (SD) dargestellt.  
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Tab. 7.1.2: Daten zur quantitativen Bestimmung der Zell-Zell-Fusion von Keimlingen des WT-Stamms 
und verschiedener erg-Mutanten. 
Stämme Replikat 
Anzahl 
fusionierter 
Zellpaare 
Anzahl nicht 
fusionierter 
Zellpaare 
Gesamtzahl an 
Zellpaaren 
Zell-Zell-Fusion [%] 
Einzel-
werte 
Mittel-
wert 
Fehler 
WT                                                
(N3-06 + N3-07)a 
1 93 13 106 87,7 
87,2 2,2 2 106 19 125 84,8 
3 98 12 110 89,1 
Δerg-2                                          
(N2-46 + N2-47)a 
1 11 128 139 7,9 
6,3 1,7 2 6 124 130 4,6 
3 7 102 109 6,4 
Δerg-10a                                          
(N5-01 + N5-02)a 
1 95 10 105 90,5 
90,2 0,7 2 93 11 104 89,4 
3 99 10 109 90,8 
Δerg-10b                                          
(MW_103 + MW_105)b 
1 94 8 102 92,2 
90,9 1,8 2 88 8 96 91,7 
3 87 11 98 88,8 
Δerg-11                                          
(N5-03 + N5-04)a 
1 105 15 120 87,5 
88,2 0,8 2 98 12 110 89,1 
3 110 15 125 88,0 
Δerg-2 Δerg-10a                          
(N5-09 + N5-10)b 
1 19 104 123 15,4 
14,8 1,0 2 19 116 135 14,1 
3 n.b. n.b. n.b. n.b. 
Δerg-2 Δerg-10b                  
(MW_168 + MW_162)b 
1 16 111 127 12,6 
12,5 1,0 2 16 103 119 13,4 
3 14 108 122 11,5 
Δerg-2 Δerg-11                    
(MW_149 + MW_150)b 
1 115 16 131 87,8 
87,4 1,5 2 102 13 115 88,7 
3 121 20 141 85,8 
Δerg-10a Δerg-10b              
(MW_169 + MW_173)b 
1 78 50 128 60,9 
57,2 5,3 2 75 51 126 59,5 
3 65 62 127 51,2 
Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b          
(MW_156 + MW_157)b 
1 10 105 115 8,7 
10,2 1,3 2 14 113 127 11,0 
3 13 107 120 10,8 
a: Meine Master-Arbeit (Weichert, 2011); b: diese Arbeit. Der Fehler ist als SD dargestellt. n.b.: nicht bestimmt. 
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7.2 Anhang zu Abschnitt 3.2 
Tab. 7.2.1: Daten zur quantitativen Bestimmung der Zell-Zell-Kontakte und des gerichteten Wachstums 
verschiedener erg-2-Mutanten. 
Stamm Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zell-
paaren 
Zell-Zell-Kontakte 
 Stamm Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen normal geschwollen verdreht 
 
WT                                       
(N1-01)                   
4 h 
1 52 47 5 0 
 
WT                   
(N1-01) 
1 108 86 106 
[%] 
 
90,4 9,6 0,0 
 
[%]   79,6 98,1 
2 62 58 4 0 
 
2 124 89 121 
[%] 
 
93,5 6,5 0,0 
 
[%]   71,8 97,6 
3 61 58 3 0 
 
3 73 59 71 
[%] 
 
95,1 4,9 0,0 
 
[%]   80,8 97,3 
Mittelwert [%] 93,0 7,0 0,0 
 
Mittelwert [%] 77,4 97,7 
Fehler [%] 2,4 2,4 0,0 
 
Fehler [%] 4,9 0,4 
Δerg-2                                         
(N2-35)                       
4 h 
1 59 3 12 44 
 
Δerg-2                                          
(N2-35) 
1 71 37 69 
[%] 
 
5,1 20,3 74,6 
 
[%]   52,1 97,2 
2 60 2 18 40 
 
2 77 35 73 
[%] 
 
3,3 30,0 66,7 
 
[%] 45,5 94,8 
3 65 3 12 50 
 
3 88 50 86 
[%] 
 
4,6 18,5 76,9 
 
[%]   56,8 97,7 
Mittelwert [%] 4,3 22,9 72,7 
 
Mittelwert [%] 51,5 96,6 
Fehler [%] 0,9 6,2 5,4 
 
Fehler [%] 5,7 1,6 
erg-2                                        
(N2-29)                  
4 h 
1 56 2 14 40 
 
erg-2                                        
(N2-29) 
1 96 45 90 
[%] 
 
3,6 25,0 71,4 
 
[%]   46,9 93,8 
2 59 3 13 43 
 
2 100 48 95 
[%] 
 
5,1 22,0 72,9 
 
[%] 48,0 95,0 
3 53 2 8 43 
 
3 88 43 84 
[%] 
 
3,8 15,1 81,1 
 
[%]   48,9 95,5 
Mittelwert [%] 4,1 20,7 75,1 
 
Mittelwert [%] 47,9 94,7 
Fehler [%] 0,8 5,1 5,2 
 
Fehler [%] 1,0 0,9 
Δerg-2                    
Pccg-1-                          
gfp-erg-2             
(MW_545)                     
4 h 
1 63 58 5 0 
 
Δerg-2                    
Pccg-1-                          
gfp-erg-2             
(MW_545) 
1 96 78 92 
[%] 
 
92,1 7,9 0,0 
 
[%]   81,3 95,8 
2 54 50 4 0 
 
2 82 60 79 
[%] 
 
92,6 7,4 0,0 
 
[%]   73,2 96,3 
3 52 48 4 0 
 
3 97 70 93 
[%] 
 
92,3 7,7 0,0 
 
[%]   72,2 95,9 
Mittelwert [%] 92,3 7,7 0,0 
 
Mittelwert [%] 75,5 96,0 
Fehler [%] 0,3 0,3 0,0 
 
Fehler [%] 5,0 0,3 
Δerg-2                    
Pccg-1-                     
erg-2-gfp                  
(MW_549)                     
4 h 
1 58 12 30 16 
 
Δerg-2                    
Pccg-1-                     
erg-2-gfp                  
(MW_549) 
1 90 54 87 
[%] 
 
20,7 51,7 27,6 
 
[%]   60,0 96,7 
2 58 9 31 18 
 
2 104 58 99 
[%] 
 
15,5 53,4 31,0 
 
[%]   55,8 95,2 
3 56 10 29 17 
 
3 86 52 80 
[%] 
 
17,9 51,8 30,4 
 
[%]   60,5 93,0 
Mittelwert [%] 18,0 52,3 29,7 
 
Mittelwert [%] 58,7 95,0 
Fehler [%] 2,6 1,0 1,8 
 
Fehler [%] 2,6 1,8 
Δerg-2                    
Pccg-1-                     
erg-2-gfp                  
(MW_549)                     
5 h 
1 62 9 30 23 
      [%] 
 
14,5 48,4 37,1 
      2 57 7 28 22 
      [%] 
 
12,3 49,1 38,6 
      3 57 5 25 27 
      [%] 
 
8,8 43,9 47,4 
      Mittelwert [%] 11,9 47,1 41,0 
      Fehler [%] 2,9 2,9 5,5 
      Die Fehler sind als SD dargestellt. 
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Abb. 7.2.1: Sequenzierung des ORF einer klassischen erg-2-Mutante. 
Dargestellt ist die codierende Nukleotid-Sequenz des erg-2-Gens in der klassischen Mutante erg-2 (N2-29). An 
Position 1523 dieser Sequenz wurde eine Nonsense-Mutation identifiziert (A anstelle von G), die zur Einführung 
eines vorzeitigen Stopp-Codons (TAG) führt (Kästchen). Abgesehen davon liegen keine weiteren Mutationen 
innerhalb des ORF des Gens vor. Rot: Punktmutation. Grün: Aminosäure-Sequenz. 
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Abb. 7.2.2: Dem Genprodukt der klassischen erg-2-Mutante fehlt die letzte Transmembrandomäne. 
Schematische Darstellung der Aminosäure-Sequenzen des Proteins ERG-2 im WT (N1-01) bzw. in einer 
klassischen erg-2-Mutante (N2-29). Dargestellt sind vermutete Transmembrandomänen (Kästchen 1 bis 8). 
Ausgehend von der Nukleotid-Sequenz NCU01333.4 (ORF des erg-2-Gens im WT) wurden mit dem Programm 
„TMHMM Server v. 2.0“ potenzielle Transmembranhelices vorhergesagt. Während das WT-Protein über acht 
Transmembrandomänen verfügt, fehlt in dem mutierten Protein ERG-2* der klassischen Mutante die letzte 
Helix. aa: Aminosäuren. Siehe Abb. 7.2.1 für die Aminosäure-Sequenz von ERG-2. 
 
 
Abb. 7.2.3: Absorptionsprofil von Sterolen am UV-VIS-Spektrometer. 
A: Die Analyse von Ergosterol am UV-VIS-Spektrometer ergibt einen reproduzierbaren Verlauf der Absorption. 
Zum einen wurde der Feststoff Ergosterol in n-Hexan gelöst, zum anderen wurden aus einem WT-Stamm von 
N. crassa (N1-01) Sterole extrahiert und ebenfalls in n-Hexan aufgenommen. In beiden Fällen ergibt sich das aus 
der Literatur bekannte Profil für Ergosterol mit den angegebenen Wellenlängen der Absorptions-Maxima 
(Grindle, 1973; Grindle, 1974). Oberhalb von ca. 350 nm kann keine spezifische Absorption detektiert werden. 
Es wurde hier eine kleine Spatelspitze von festem Ergosterol in etwa 2 mL n-Hexan aufgenommen und teilweise 
gelöst. Die Lösung wurde 1:5 in n-Hexan verdünnt und gegen das Lösungsmittel vermessen. Der WT-Extrakt 
wurde wie in Abschnitt 2.8 beschrieben angefertigt. Dabei wurden 0,52 g Biomasse eingesetzt. Der Extrakt 
wurde 1:1 in n-Hexan verdünnt. Die ähnliche Höhe der Absorption beider Kurven muss als rein zufällig 
angesehen werden. B: Die Sterol-Profile des WT-Stamms (N1-01) und der Sterol-Biosynthese-Mutante Δerg-2 
(N2-35) unterscheiden sich voneinander. Dargestellt sind die mittleren Verläufe von acht WT- bzw. sieben 
Δerg-2-Extrakten, die im Verlauf dieser Arbeit für verschiedene Zwecke angefertigt worden waren. Dabei 
wurden die Sterole-Extrakte mit jeweils 0,1 g Biomasse in 3 mL n-Hexan (ohne weitere Verdünnung) erstellt. 
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Abb. 7.2.4: Überprüfung von Δerg-2-Mutanten zur Komplementierung der Deletion mittels PCR. 
Die Genotypen der Stämme Δerg-2 Pccg-1-gfp-erg-2 (MW_545) und Δerg-2 Pccg-1-erg-2-gfp (MW_549) 
wurden mittels PCR überprüft. Beide Stämme tragen wie N2-35 die Deletion von erg-2 (Primer 313/317). 
Zudem weisen beide Mutanten im Gegensatz zum WT (N1-01) keine spezifischen Amplifikate für den nativen 
erg-2-Locus auf (Primer 313/341). Bezüglich der Gesamtheit der nativen und integrierten erg-2-Gene (Primer 
340/341) unterscheidet sich MW_549 von MW_545 durch das Vorhandensein weiterer Amplifikate (Sternchen), 
deren Auftreten an dieser Stelle nicht erklärt werden kann. Nichtsdestotrotz tragen beide Stämme wie erwartet 
das gfp-erg-2- bzw. erg-2-gfp-Konstrukt am his-3-Locus und sind homokaryotisch für diese Integration (Primer 
21/22). Erwartete Fragmentgrößen: Δerg-2::hph: 1405 bp, erg-2: 3936 bp (nativ) bzw. 1243 bp (nativ und 
integriert), his-3+::Pccg-1-gfp-erg-2: 5563 bp, his-3+::Pccg-1-erg-2-gfp: 4435 bp, his-3: 1244 bp. M: 1 kb DNA-
Leiter. Anmerkung: Bei den zusätzlichen Banden im ersten und zweiten PCR-Ansatz handelt es sich vermutlich 
um Amplifikate, die aus einer unspezifischen Bindung der verwendeten Primer hervorgehen. 
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Abb. 7.2.5: Am Fusionspunkt von Keimlingen kommt es zur transienten Kolokalisierung der 
Signalproteine MAK-2 und SO. 
Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Rekrutierung von MAK-2-GFP und dsRED-SO in einem Heterokaryon 
mit WT-Hintergrund (MW_432). A: Nachdem sich die Keimlinge berührt haben, kolokalisieren MAK-2-GFP 
und dsRED-SO an der Kontaktstelle (Pfeil). Nach wenigen Minuten wird das Protein SO vom Fusionspunkt 
abgezogen, während die MAP-Kinase dort noch verbleibt (Pfeilkopf). MAK-2-GFP scheint danach an der 
Ausbildung einer Fusionspore beteiligt zu sein (Sternchen). B: In einigen Fällen bildet auch dsRED-SO 
zusammen mit MAK-2-GFP eine porenartige Lokalisierung an der Kontaktstelle aus (Pfeil). Jedoch verbleibt die 
MAP-Kinase länger als SO an der Fusionspore (Pfeilkopf). Zeitangaben in Minuten. Größenbalken: 
jeweils 5 µm. 
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Tab. 7.2.2: Daten zur quantitativen Bestimmung des 
gerichteten Wachstums und der Zell-Zell-Kontakte 
von WT-, Δerg-2- und gemischten Keimlingspaaren. 
Stämme Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zell-
paaren 
gerichtetes Wachstum 
einseitig beidseitig 
Grün             
↓                       
Rot 
Grün             
↑                       
Rot 
Grün             
↕                       
Rot 
WT  
                 
(N3-06                          
+                             
N3-07) 
1 112 
21 21 
70 
42 
[%] 
 
37,5 62,5 
2 118 
20 24 
74 
44 
[%] 
 
37,3 62,7 
3 117 
26 24 
67 
50 
[%] 
 
42,7 57,3 
Mittelwert [%] 39,2 60,8 
Fehler [%] 3,1 3,1 
Δerg-2 
                  
(N2-46                
+                   
N2-47) 
1 111 
40 39 
32 
79 
[%] 
 
71,2 28,8 
2 103 
37 37 
29 
74 
[%] 
 
71,8 28,2 
3 104 
39 35 
30 
74 
[%] 
 
71,2 28,8 
Mittelwert [%] 71,4 28,6 
Fehler [%] 0,4 0,4 
        
Stämme Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zell-
paaren 
WT            
↓                       
Δerg-2 
WT              
↕                       
Δerg-2 
WT                
↑                       
Δerg-2 
WT              
+                 
Δerg-2   
                
(N3-06                      
+                       
N2-47) 
1 100 58 35 7 
[%] 
 
58,0 35,0 7,0 
2 101 58 35 8 
[%] 
 
57,4 34,7 7,9 
3 111 65 36 10 
[%] 
 
58,6 32,4 9,0 
Mittelwert [%] 58,0 34,0 8,0 
Fehler [%] 0,6 1,4 1,0 
      
Stämme Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zell-
paaren 
Zell-Zell-Kontakte 
normal geschwollen verdreht 
WT  
                 
(N3-06                  
+                      
N3-07) 
1 86 79 7 0 
[%] 
 
91,9 8,1 0,0 
2 78 69 9 0 
[%] 
 
88,5 11,5 0,0 
3 74 68 6 0 
[%] 
 
91,9 8,1 0,0 
Mittelwert [%] 90,7 9,3 0,0 
Fehler [%] 2,0 2,0 0,0 
Δerg-2   
                
(N2-46                  
+                     
N2-47) 
1 71 1 9 61 
[%] 
 
1,4 12,7 85,9 
2 66 1 12 53 
[%] 
 
1,5 18,2 80,3 
3 76 0 17 59 
[%] 
 
0,0 22,4 77,6 
Mittelwert [%] 1,0 17,7 81,3 
Fehler [%] 0,8 4,9 4,2 
WT              
+                  
Δerg-2  
                 
(N3-06            
+                 
N2-47) 
1 50 7 39 4 
[%] 
 
14,0 78,0 8,0 
2 52 8 43 1 
[%] 
 
15,4 82,7 1,9 
3 52 7 43 2 
[%] 
 
13,5 82,7 3,8 
Mittelwert [%] 14,3 81,1 4,6 
Fehler [%] 1,0 2,7 3,1 
Alle Fehler sind als SD dargestellt. 
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Tab. 7.2.3: Daten zur quantitativen Bestimmung der 
Lokalisierung von MAK-2-GFP und SO-GFP in WT-, Δerg-2- und 
gemischten Keimlingspaaren. 
Stämme 
Anzahl der Zellpaare nach Zell-Zell-Kontakt 
Gesamt-
zahl 
Klasse 
I II III 
WT MAK-2-GFP + WT Cherry Red                                     
(N1-41 + N3-07) 
124 65 48 11 
[%] 52,4 38,7 8,9 
WT MAK-2-GFP + Δerg-2 Cherry Red                                                              
(N1-41 + N2-47) 
102 33 57 12 
[%] 32,4 55,9 11,8 
Δerg-2 MAK-2-GFP + WT Cherry Red                                                            
(N2-48 + N3-07) 
108 12 61 35 
[%] 11,1 56,5 32,4 
Δerg-2 MAK-2-GFP + Δerg-2 Cherry Red                                                          
(N2-48 + N2-47) 
100 11 35 54 
[%] 11,0 35,0 54,0 
          
Stämme 
Anzahl der Zellpaare vor Zell-Zell-Kontakt 
Gesamt-
zahl 
Klasse 
I II III 
WT SO-GFP + WT Cherry Red                                                                       
(N1-22 + N3-07) 
15 8 5 2 
[%] 53,3 33,3 13,3 
WT SO-GFP + Δerg-2 Cherry Red                                                                           
(N1-22 + N2-47) 
42 9 19 14 
[%] 21,4 45,2 33,3 
Δerg-2 SO-GFP + WT Cherry Red                                                                           
(N2-49 + N3-07) 
11 0 1 10 
[%] 0,0 9,1 90,9 
Δerg-2 SO-GFP + Δerg-2 Cherry Red                                                                   
(N2-49 + N2-47) 
13 0 2 11 
[%] 0,0 15,4 84,6 
         
Stämme 
Anzahl der Zellpaare nach Zell-Zell-Kontakt 
Gesamt-
zahl 
Klasse 
I II III 
WT SO-GFP + WT Cherry Red                                                                               
(N1-22 + N3-07) 
26 17 6 3 
[%] 65,4 23,1 11,5 
WT SO-GFP + Δerg-2 Cherry Red                                                                             
(N1-22 + N2-47) 
36 12 16 8 
[%] 33,3 44,4 22,2 
Δerg-2 SO-GFP + WT Cherry Red                                                                              
(N2-49 + N3-07) 
27 1 8 18 
[%] 3,7 29,6 66,7 
Δerg-2 SO-GFP + Δerg-2 Cherry Red                                                                
(N2-49 + N2-47) 
21 0 7 14 
[%] 0,0 33,3 66,7 
Alle Fehler sind als SD dargestellt. 
Die Bedeutung der Klassen ist den Abb. 3.2.8 bis 3.2.10 zu entnehmen. 
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Tab. 7.2.4: Daten zur quantitativen Bestimmung der Zell-Zell-Kontakte und des gerichteten Wachstums von 
Δso SO-GFP-Farnesyl und Kontrollstämmen. 
Stämme Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellpaaren 
Zell-Zell-Kontakte 
 
Stamm Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen normal geschwollen verdreht 
 
WT                                       
(N1-01)                   
4 h 
1 46 43 3 0 
 
WT                                             
(N1-01) 
1 90 75 85 
[%] 
 
93,5 6,5 0,0 
 
[%]   83,3 94,4 
2 53 48 5 0 
 
2 85 65 80 
[%] 
 
90,6 9,4 0,0 
 
[%]   76,5 94,1 
3 64 59 5 0 
 
3 87 71 83 
[%] 
 
92,2 7,8 0,0 
 
[%]   81,6 95,4 
Mittelwert [%] 92,1 7,9 0,0 
 
Mittelwert [%] 80,5 94,7 
Fehler [%] 1,5 1,5 0,0 
 
Fehler [%] 3,6 0,7 
Δerg-2                                         
(N2-35)                       
4 h 
1 67 4 15 48 
 
Δerg-2                                              
(N2-35) 
1 141 73 136 
[%] 
 
6,0 22,4 71,6 
 
[%]   51,8 96,5 
2 78 4 21 53 
 
2 117 49 113 
[%] 
 
5,1 26,9 67,9 
 
[%] 41,9 96,6 
3 71 2 16 53 
 
3 126 53 120 
[%] 
 
2,8 22,5 74,6 
 
[%]   42,1 95,2 
Mittelwert [%] 4,6 23,9 71,4 
 
Mittelwert [%] 45,2 96,1 
Fehler [%] 1,6 2,6 3,4 
 
Fehler [%] 5,7 0,7 
Δso                      
SO-GFP-
Farnesyl                                             
(MT-06-96H)                        
4 h 
1 59 8 25 26 
 
Δso                         
SO-GFP-
Farnesyl                                  
(MT-06-96H) 
1 107 68 104 
[%] 
 
13,6 42,4 44,1 
 
[%]   63,6 97,2 
2 66 10 26 30 
 
2 135 76 128 
[%] 
 
15,2 39,4 45,5 
 
[%]   56,3 94,8 
3 59 9 22 28 
 
3 118 60 115 
[%] 
 
15,3 37,3 47,5 
 
[%]   50,8 97,5 
Mittelwert [%] 14,7 39,7 45,7 
 
Mittelwert [%] 56,9 96,5 
Fehler [%] 1,0 2,6 1,7 
 
Fehler [%] 6,4 1,5 
Δso                         
SO-GFP-
Farnesyl                                             
(MT-06-96H)                        
5,5 h 
1 84 10 24 50 
 
Δso                           
Δerg-2                             
SO-GFP-
Farnesyl                            
(MW_490) 
1 71 5 68 
[%] 
 
11,9 28,6 59,5 
 
[%]   7,0 95,8 
2 83 11 26 46 
 
2 98 5 94 
[%] 
 
13,3 31,3 55,4 
 
[%]   5,1 95,9 
3 88 5 30 53 
 
3 92 5 89 
[%] 
 
5,7 34,1 60,2 
 
[%]   5,4 96,7 
Mittelwert [%] 10,3 31,3 58,4 
 
Mittelwert [%] 5,9 96,1 
Fehler [%] 4,0 2,8 2,6 
 
Fehler [%] 1,0 0,5 
Alle Fehler sind als SD dargestellt. 
 
 
 
Abb. 7.2.6: Die Modifizierung von SO mit einem Farnesylierungsmotiv hat keinen Einfluss auf die 
Biosynthese von Ergosterol. 
Sterol-Extrakte des WT-Stamms (N1-01) und der Mutanten Δerg-2 (N2-35), Δso SO-GFP-Farnesyl 
(MT-06-96H) sowie Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl (MW_490) wurden angefertigt und mittels UV-VIS-
Spektroskopie analysiert. Der WT und Δso SO-GFP-Farnesyl weisen ähnliche Sterol-Profile auf, welche das 
Vorhandensein von Ergosterol in den Proben aufzeigen. Die Mutante Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl hingegen 
zeigt den typischen Absorptionsverlauf für das Sterol-Intermediat, welches sich in Δerg-2 akkumuliert (Ergosta-
5,7,22,24(28)-tetraenol). Vgl. Abb. 7.2.3B. 
*
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Abb. 7.2.7: Überbelichtete Röntgenfilme zur Analyse von SO-GFP-Farnesyl in Sporen und Hyphen. 
Die hier abgebildeten Röntgenfilme zeigen dieselben Proben wie in Abb. 3.2.12. Jedoch wurden die Filme mit 
ca. 5 min Entwicklungszeit (α-GFP) deutlich überbelichtet, um auch sehr schwache Signale detektieren zu 
können. A: Die Überbelichtung verdeutlicht, dass auch in den Sporen von Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl das 
Protein in voller Länge gebildet wird. In den Sporen von WT SO-GFP, Δso SO-GFP sowie Δerg-2 SO-GFP 
werden eine Reihe von zusätzlichen Fragmenten sichtbar, die jedoch in Δso SO-GFP-Farnesyl und Δso Δerg-2 
SO-GFP-Farnesyl kaum bzw. nicht vorhanden sind. Zudem ergeben sich ausschließlich für WT SO-GFP, 
Δso SO-GFP und Δerg-2 SO-GFP Signale oberhalb von 170 kDa. B: In den Hyphen von WT SO-GFP, Δso SO-
GFP und Δerg-2 SO-GFP treten die gleichen Fragmentmuster auf. Die Stämme Δso SO-GFP-Farnesyl und 
Δso Δerg-2 SO-GFP-Farnesyl zeigen zwar das Protein in voller Länge, jedoch fehlen zum größten Teil die 
Proteinfragmente geringerer Größe. Des Weiteren lässt sich die unterschiedliche Größe sowie Signalintensität 
von GFP und GFP-Farnesyl erkennen. Erwartete Proteingrößen: GFP: 27 kDa, SO-GFP: 168 kDa, BML: 55 kDa 
(Beladungskontrolle; nach erneuter Hybridisierung der PVDF-Membran). 
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Abb. 7.2.8: Die Deletion von erg-2 beeinträchtigt nicht die Rekrutierung von BEM1 an die Zellspitzen von 
Keimlingen. 
Die Lokalisierung von BEM1-GFP wurde in WT- (2208) und Δerg-2-Keimlingen (GN1-64) fluoreszenz-
mikroskopisch analysiert. A: In beiden Stämmen lokalisiert dieses zytoplasmatische Protein in einer vergleich-
baren Art und Weise an die wachsenden Zellspitzen (Pfeile). Während in 41 von 61 WT-Keimlingen eine 
robuste Rekrutierung von BEM1-GFP beobachtet wurde, war dies in 12 von 21 untersuchten Zellen der Mutante 
der Fall. B: Nachdem sich die Keimlinge berührt haben, lokalisiert BEM1-GFP sowohl im WT-Stamm als auch 
in Δerg-2 an der Kontaktstelle beider Zellen (Pfeile). Größenbalken: jeweils 5 µm. 
 
Tab. 7.2.5: Daten zur quantitativen Bestimmung der Zell-Zell-
Kontakte von Δmak-1-Stämmen mit WT- bzw. inhibierbarem Allel 
von mak-1 in Abwesenheit eines Inhibitors. 
Stämme Replikat 
Gesamtzahl 
an 
Zellpaaren 
Zell-Zell-Kontakte 
normal geschwollen verdreht 
Δmak-1                    
mak-1-gfp (EC) 
(GN6-11)                          
4 h 
1 111 109 2 0 
[%] 
 
98,2 1,8 0,0 
2 109 107 2 0 
[%] 
 
98,2 1,8 0,0 
3 108 106 2 0 
[%] 
 
98,1 1,9 0,0 
Mittelwert [%] 98,2 1,8 0,0 
Fehler [%] 0,0 0,0 0,0 
Δmak-1                    
mak-1-gfp (EC) 
(GN6-11)                       
5,5 h 
1 119 114 5 0 
[%] 
 
95,8 4,2 0,0 
2 128 124 4 0 
[%] 
 
96,9 3,1 0,0 
3 100 97 3 0 
[%] 
 
97,0 3,0 0,0 
Mittelwert [%] 96,6 3,4 0,0 
Fehler [%] 0,7 0,7 0,0 
Δmak-1                    
mak-1E104G-gfp (EC) 
(GN6-12)                                        
4 h 
1 112 95 17 0 
[%] 
 
84,8 15,2 0,0 
2 122 106 16 0 
[%] 
 
86,9 13,1 0,0 
3 114 97 17 0 
[%] 
 
85,1 14,9 0,0 
Mittelwert [%] 85,6 14,4 0,0 
Fehler [%] 1,1 1,1 0,0 
Δmak-1                    
mak-1E104G-gfp (EC) 
(GN6-12)                                        
5,5 h 
1 100 68 21 11 
[%] 
 
68,0 21,0 11,0 
2 131 89 30 12 
[%] 
 
67,9 22,9 9,2 
3 113 73 25 15 
[%] 
 
64,6 22,1 13,3 
Mittelwert [%] 66,8 22,0 11,1 
Fehler [%] 1,9 1,0 2,1 
Alle Fehler sind als SD dargestellt. 
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Abb. 7.2.9: Junge Keimlinge von Stämmen mit WT- und inhibierbaren Allelen von mak-1 bzw. mak-2 vor 
der Zugabe des Inhibitors 1NM-PP1. 
Sporen der Stämme Δmak-1 mak-1-gfp (EC) (GN6-11) und Δmak-1E104G-gfp (EC) bzw. his-3+::mak-2-gfp 
(N1-41) und Δmak-2 his-3+::mak-2Q100G (N2-01) wurden für 2 h bei 30 °C auf MM (in Abwesenheit des 
Inhibitors 1NM-PP1) inkubiert. Der prozentuale Anteil der Zellen, die bis dahin ausgekeimt waren und bereits 
gerichtetes Wachstum aufwiesen, war erwartungsgemäß noch sehr gering. Die Zellen wurden anschließend für 
2 h mit 1NM-PP1 behandelt und ausgewertet (siehe Abb. 3.2.19 & Abb. 3.2.20). Rohdaten: siehe Tab. 7.2.6. 
Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils ca. 50 bis 90 Zellen. Größenbalken: jeweils 10 µm. 
 
Tab. 7.2.6: Daten zur quantitativen Bestimmung des gerichteten Wachstums von Stämmen mit 
inhibierbarem mak-1- bzw. mak-2-Allel vor der Zugabe von 1NM-PP1. 
Stamm Replikat 
Gesamtzahl 
an Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
 
Stamm Replikat 
Gesamtzahl 
an Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
Δmak-1                  
mak-1-gfp 
(EC) 
(GN6-11)                           
1 71 4 37 
 
his-3+::mak-2-
gfp                          
(N1-41) 
1 77 4 15 
[%] 
 
5,6 52,1 
 
[%] 
 
5,2 19,5 
2 54 2 30 
 
2 72 4 11 
[%] 
 
3,7 55,6 
 
[%] 
 
5,6 15,3 
3 78 10 43 
 
3 86 1 12 
[%] 
 
12,8 55,1 
 
[%] 
 
1,2 14,0 
Mittelwert [%] 7,4 54,3 
 
Mittelwert [%] 4,0 16,2 
Fehler [%] 4,8 1,9 
 
Fehler [%] 2,4 2,9 
Δmak-1                  
mak-1E104G-gfp 
(EC) 
(GN6-12) 
1 52 1 9 
 
Δmak-2                      
his-3+:: 
mak-2Q100G                        
(N2-01) 
1 54 1 30 
[%] 
 
1,9 17,3 
 
[%] 
 
1,9 55,6 
2 45 0 7 
 
2 n.b. n.b. n.b. 
[%] 
 
0,0 15,6 
 
[%] - - - 
3 50 0 6 
 
3 n.b. n.b. n.b. 
[%] 
 
0,0 12,0 
 
[%] - - - 
Mittelwert [%] 0,6 15,0 
 
Mittelwert [%] - - 
Fehler [%] 1,1 2,7 
 
Fehler [%] - - 
Anmerkung: Die Stämme wurde 2 h bei 30 °C inkubiert und direkt vor der Zugabe des Inhibitors 1NM-PP1 ausgewertet. 
Alle Fehler sind als SD dargestellt. n.b.: nicht bestimmt. 
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Tab. 7.2.7: Daten zur quantitativen Bestimmung der Zell-Zell-
Kontakte von Δmak-1-Stämmen mit WT- bzw. inhibierbarem Allel 
von mak-1 in Gegenwart des Inhibitors 1NM-PP1. 
Δmak-1 mak-1-gfp (EC) (GN6-11) 
1NM-PP1 
[µM] 
Replikat 
Gesamtzahl 
an Zellpaaren 
Zell-Zell-Kontakte 
normal geschwollen verdreht 
0 
1 48 43 5 0 
[%] 
 
89,6 10,4 0,0 
2 57 54 3 0 
[%] 
 
94,7 5,3 0,0 
3 54 50 4 0 
[%] 
 
92,6 7,4 0,0 
Mittelwert [%] 92,3 7,7 0,0 
Fehler [%] 2,6 2,6 0,0 
20 
1 52 50 2 0 
[%] 
 
96,2 3,8 0,0 
2 59 56 3 0 
[%] 
 
94,9 5,1 0,0 
3 64 61 3 0 
[%] 
 
95,3 4,7 0,0 
Mittelwert [%] 95,5 4,5 0,0 
Fehler [%] 0,6 0,6 0,0 
      
Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC) (GN6-12) 
1NM-PP1 
[µM] 
Replikat 
Gesamtzahl 
an Zellpaaren 
Zell-Zell-Kontakte 
normal geschwollen verdreht 
0 
1 62 55 7 0 
[%] 
 
88,7 11,3 0,0 
2 68 59 9 0 
[%] 
 
86,8 13,2 0,0 
3 43 39 4 0 
[%] 
 
90,7 9,3 0,0 
Mittelwert [%] 88,7 11,3 0,0 
Fehler [%] 2,0 2,0 0,0 
0,8 
1 48 38 7 3 
[%] 
 
79,2 14,6 6,3 
2 57 34 18 5 
[%] 
 
59,6 31,6 8,8 
3 69 52 13 4 
[%] 
 
75,4 18,8 5,8 
Mittelwert [%] 71,4 21,7 6,9 
Fehler [%] 10,3 8,8 1,6 
2 
1 57 14 37 6 
[%] 
 
24,6 64,9 10,5 
2 70 19 35 16 
[%] 
 
27,1 50,0 22,9 
3 60 15 38 7 
[%] 
 
25,0 63,3 11,7 
Mittelwert [%] 25,6 59,4 15,0 
Fehler [%] 1,4 8,2 6,8 
4 
1 59 0 22 37 
[%] 
 
0,0 37,3 62,7 
2 56 0 19 37 
[%] 
 
0,0 33,9 66,1 
3 56 0 15 41 
[%] 
 
0,0 26,8 73,2 
Mittelwert [%] 0,0 32,7 67,3 
Fehler [%] 0,0 5,4 5,4 
8 
1 20 0 5 15 
[%] 
 
0,0 25,0 75,0 
2 22 0 4 18 
[%] 
 
0,0 18,2 81,8 
3 20 0 3 17 
[%]  0,0 15,0 85,0 
Mittelwert [%] 0,0 19,4 80,6 
Fehler [%] 0,0 5,1 5,1 
Alle Fehler sind als SD dargestellt. 
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Tab. 7.2.8: Daten zur quantitativen Bestimmung des gerichteten Wachstums von Δmak-1-Stämmen 
mit WT- bzw. inhibierbarem Allel von mak-1 in Gegenwart des Inhibitors 1NM-PP1. 
Δmak-1 mak-1-gfp (EC) (GN6-11) 
 
Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC) (GN6-12) 
1NM-
PP1 
[µM] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
 
1NM-
PP1 
[µM] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
0 
1 106 76 102 
 
0 
1 125 56 110 
[%] 
 
71,7 96,2 
 
[%] 
 
44,8 88,0 
2 145 112 138 
 
2 133 83 115 
[%] 
 
77,2 95,2 
 
[%] 
 
62,4 86,5 
3 167 110 156 
 
3 111 68 95 
[%] 
 
65,9 93,4 
 
[%] 
 
61,3 85,6 
Mittelwert [%] 71,6 94,9 
 
Mittelwert [%]a 61,8 86,0 
Fehler [%] 5,7 1,4 
 
Fehler [%]a 0,8 0,6 
20 
1 145 98 138 
 
0,8 
1 117 61 103 
[%] 
 
67,6 95,2 
 
[%] 
 
52,1 88,0 
2 123 98 119 
 
2 136 74 116 
[%] 
 
79,7 96,7 
 
[%] 
 
54,4 85,3 
3 120 86 113 
 
3 150 89 126 
[%] 
 
71,7 94,2 
 
[%] 
 
59,3 84,0 
Mittelwert [%] 73,0 95,4 
 
Mittelwert [%] 55,3 85,8 
Fehler [%] 6,1 1,3 
 
Fehler [%] 3,7 2,1 
      
2 
1 107 41 90 
      
[%] 
 
38,3 84,1 
      
2 140 58 127 
      
[%] 
 
41,4 90,7 
      
3 130 59 121 
      
[%] 
 
45,4 93,1 
      
Mittelwert [%] 41,7 89,3 
      
Fehler [%] 3,5 4,6 
      
4 
1 124 31 110 
      
[%] 
 
25,0 88,7 
      
2 133 36 120 
      
[%] 
 
27,1 90,2 
      
3 133 28 118 
      
[%] 
 
21,1 88,7 
      
Mittelwert [%] 24,4 89,2 
      
Fehler [%] 3,1 0,9 
      
8 
1 136 8 118 
      
[%] 
 
5,9 86,8 
      
2 143 16 122 
      
[%] 
 
11,2 85,3 
      
3 121 11 101 
      
[%] 
 
9,1 83,5 
      
Mittelwert [%] 8,7 85,2 
      
Fehler [%] 2,7 1,7 
      
20 
1 129 0 112 
      
[%] 
 
0,0 86,8 
      
2 138 0 118 
      
[%] 
 
0,0 85,5 
      
3 159 0 140 
      
[%] 
 
0,0 88,1 
      
Mittelwert [%] 0,0 86,8 
      
Fehler [%] 0,0 1,3 
Alle Fehler sind als SD dargestellt. 
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Abb. 7.2.10: Die chemische Inhibierung von dsRED-MAK-1E104G in Δmak-1 führt zu einem mit dem 
MAK-1E104G-GFP-Konstrukt vergleichbaren Effekt. 
A: Während die Keimlinge von Δmak-1 dsRed-mak-1E104G (GN9-39) in Abwesenheit von 1NM-PP1 wie die des 
Kontrollstamms Δmak-1 dsRed-mak-1 (GN9-36) viele Zell-Zell-Kontakte (Pfeile) ausbilden, werden durch 
20 µM der Substanz sämtliche Interaktionen blockiert. B: Im Gegensatz zur robusten Rekrutierung von MAK-1-
GFP (vgl. Abb. 3.2.16A & Abb. 3.2.18A) kann das dsRED-MAK-1-Konstrukt nicht an der Kontaktstelle (Pfeil) 
der Zellpaare beobachten werden (Pfeilkopf). C: Kulturen des WT-Stamms (N1-01), der Δmak-1-Mutante 
(KO-0083) sowie der Stämme Δmak-1 mak-1-gfp (EC) (GN6-11), Δmak-1 mak-1E104G-gfp (EC) (GN6-12), 
Δmak-1 dsRed-mak-1 (GN9-36) und Δmak-1 dsRed-mak-1E104G (GN9-39) wurden ohne 1NM-PP1 (–) bzw. mit 
20 µM des Inhibitors (+) angezogen. Die inhibierbaren Stämme wachsen auf den Kontrollansätzen wie der WT, 
wohingegen sie einen Δmak-1-ähnlichen Phänotyp in Gegenwart des Inhibitors annehmen. Kontrolle: Zugabe 
von 0,2 % (v/v) DMSO. Größenbalken: A: 10 µm, B: 5 µm. 
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Tab. 7.2.9: Daten zur quantitativen Bestimmung der Zell-Zell-Fusion von Δmak-1-Stämmen 
mit WT- bzw. inhibierbarem Allel von mak-1 in Gegenwart des Inhibitors 1NM-PP1. 
Δmak-1 Pccg-1-mak-1-gfp (EC) + Δmak-1 his-3+::Pccg-1-dsRed-mak-1 (GN6-11 + GN9-36) 
1NM-PP1 [µM] Replikat 
Anzahl 
fusionierter 
Zellpaare 
Anzahl nicht 
fusionierter 
Zellpaare 
Gesamtzahl an 
Zellpaaren 
Zell-Zell-Fusion [%] 
Einzel-
werte 
Mittelwert Fehler 
0 
1 106 14 120 88,3 
89,8 1,3 2 116 12 128 90,6 
3 123 13 136 90,4 
8 
1 134 21 155 86,5 
87,4 2,4 2 113 19 132 85,6 
3 119 13 132 90,2 
                
Δmak-1 Pccg-1-mak-1E104G-gfp (EC) + Δmak-1 his-3+::Pccg-1-dsRed-mak-1E104G (GN6-12 + GN9-39) 
1NM-PP1 [µM] Replikat 
Anzahl 
fusionierter 
Zellpaare 
Anzahl nicht 
fusionierter 
Zellpaare 
Gesamtzahl an 
Zellpaaren 
Zell-Zell-Fusion [%] 
Einzel-
werte 
Mittelwert Fehler 
0 
1 108 17 125 86,4 
87,5 2,4 2 110 12 122 90,2 
3 109 18 127 85,8 
4 
1 39 88 127 30,7 
37,1 8,6 2 49 97 146 33,6 
3 53 60 113 46,9 
8 
1 2 101 103 1,9 
3,9 2,1 2 4 105 109 3,7 
3 7 106 113 6,2 
 Alle Fehler sind als SD dargestellt. 
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Tab. 7.2.10: Daten zur quantitativen Bestimmung der Zell-Zell-
Kontakte von Stämmen mit WT- bzw. inhibierbarem Allel von mak-2 
in Gegenwart des Inhibitors 1NM-PP1. 
his-3+::mak-2-gfp (N1-41) 
1NM-PP1 
[µM] 
Replikat 
Gesamtzahl 
an Zellpaaren 
Zell-Zell-Kontakte 
normal geschwollen verdreht 
0 
1 79 66 13 0 
[%] 
 
83,5 16,5 0,0 
2 72 67 5 0 
[%] 
 
93,1 6,9 0,0 
3 75 69 6 0 
[%] 
 
92,0 8,0 0,0 
Mittelwert [%] 89,5 10,5 0,0 
Fehler [%] 5,2 5,2 0,0 
20 
1 60 55 5 0 
[%] 
 
91,7 8,3 0,0 
2 56 50 6 0 
[%] 
 
89,3 10,7 0,0 
3 76 72 4 0 
[%] 
 
94,7 5,3 0,0 
Mittelwert [%] 91,9 8,1 0,0 
Fehler [%] 2,7 2,7 0,0 
40 
1 64 58 6 0 
[%] 
 
90,6 9,4 0,0 
2 71 67 4 0 
[%] 
 
94,4 5,6 0,0 
3 70 66 4 0 
[%] 
 
94,3 5,7 0,0 
Mittelwert [%] 93,1 6,9 0,0 
Fehler [%] 2,1 2,1 0,0 
      
Δmak-2 his-3+::mak-2Q100G (N2-01) 
1NM-PP1 
[µM] 
Replikat 
Gesamtzahl 
an Zellpaaren 
Zell-Zell-Kontakte 
normal geschwollen verdreht 
0 
1 78 72 6 0 
[%] 
 
92,3 7,7 0,0 
2 89 83 6 0 
[%] 
 
93,3 6,7 0,0 
3 72 69 3 0 
[%] 
 
95,8 4,2 0,0 
Mittelwert [%] 93,8 6,2 0,0 
Fehler [%] 1,8 1,8 0,0 
4 
1 81 72 9 0 
[%] 
 
88,9 11,1 0,0 
2 91 87 4 0 
[%] 
 
95,6 4,4 0,0 
3 93 86 7 0 
[%] 
 
92,5 7,5 0,0 
Mittelwert [%] 92,3 7,7 0,0 
Fehler [%] 3,4 3,4 0,0 
8 
1 78 72 6 0 
[%] 
 
92,3 7,7 0,0 
2 71 64 7 0 
[%] 
 
90,1 9,9 0,0 
3 75 70 5 0 
[%] 
 
93,3 6,7 0,0 
Mittelwert [%] 91,9 8,1 0,0 
Fehler [%] 1,6 1,6 0,0 
20 
1 6 5 1 0 
[%] 
 
83,3 16,7 0,0 
2 7 6 1 0 
[%] 
 
85,7 14,3 0,0 
3 8 7 1 0 
[%] 
 
87,5 12,5 0,0 
Mittelwert [%] 85,5 14,5 0,0 
Fehler [%] 2,1 2,1 0,0 
Alle Fehler sind als SD dargestellt. 
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Tab. 7.2.11: Daten zur quantitativen Bestimmung des gerichteten Wachstums von Stämmen mit WT- bzw. 
inhibierbarem Allel von mak-2 in Gegenwart des Inhibitors 1NM-PP1. 
his-3+::mak-2-gfp (N1-41)   Δmak-2 his-3
+::mak-2Q100G (N2-01) 
1NM-
PP1 
[µM] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
 
1NM-
PP1 
[µM] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
0 
1 98 72 93 
 
0 
1 124 86 112 
[%] 
 
73,5 94,9 
 
[%] 
 
69,4 90,3 
2 106 76 97 
 
2 114 79 104 
[%] 
 
71,7 91,5 
 
[%] 
 
69,3 91,2 
3 103 77 94 
 
3 118 78 105 
[%] 
 
74,8 91,3 
 
[%] 
 
66,1 89,0 
Mittelwert [%] 73,3 92,6 
 
Mittelwert [%] 68,3 90,2 
Fehler [%] 1,5 2,0 
 
Fehler [%] 1,9 1,1 
20 
1 82 58 74 
 
4 
1 157 92 140 
[%] 
 
70,7 90,2 
 
[%] 
 
58,6 89,2 
2 100 70 89 
 
2 133 88 115 
[%] 
 
70,0 89,0 
 
[%] 
 
66,2 86,5 
3 91 67 81 
 
3 154 108 136 
[%] 
 
73,6 89,0 
 
[%] 
 
70,1 88,3 
Mittelwert [%] 71,5 89,4 
 
Mittelwert [%] 65,0 88,0 
Fehler [%] 1,9 0,7 
 
Fehler [%] 5,9 1,4 
40 
1 101 75 90 
 
8 
1 156 65 135 
[%] 
 
74,3 89,1 
 
[%] 
 
41,7 86,5 
2 85 68 79 
 
2 135 55 120 
[%] 
 
80,0 92,9 
 
[%] 
 
40,7 88,9 
3 110 75 97 
 
3 116 56 100 
[%] 
 
68,2 88,2 
 
[%] 
 
48,3 86,2 
Mittelwert [%] 74,1 90,1 
 
Mittelwert [%] 43,6 87,2 
Fehler [%] 5,9 2,5 
 
Fehler [%] 4,1 1,5 
      
20 
1 113 9 97 
      
[%] 
 
8,0 85,8 
      
2 132 18 114 
      
[%] 
 
13,6 86,4 
      
3 121 19 103 
      
[%] 
 
15,7 85,1 
      
Mittelwert [%] 12,4 85,8 
      
Fehler [%] 4,0 0,6 
      
40 
1 113 1 86 
      
[%] 
 
0,9 76,1 
      
2 125 3 102 
      
[%] 
 
2,4 81,6 
      
3 155 2 120 
      
[%] 
 
1,3 77,4 
      
Mittelwert [%] 1,5 78,4 
      
Fehler [%] 0,8 2,9 
Alle Fehler sind als SD dargestellt. 
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Tab. 7.2.12: Daten zur quantitativen Bestimmung der Zell-Zell-Kontakte von Δso Ptcu-1-so-gfp in 
Abhängigkeit von der Konzentration an Kupfer(II)-Ionen. 
WT (N1-01) 
 
Δso Ptcu-1-so-gfp (MW_600) 
MM 
mit 
Agarose 
Replikat 
Gesamtzahl 
an 
Zellpaaren 
Zell-Zell-Kontakte 
 MM 
mit 
Agarose 
Replikat 
Gesamtzahl 
an 
Zellpaaren 
Zell-Zell-Kontakte 
normal geschwollen verdreht   normal geschwollen verdreht 
- Cu2+                      
(0 µM) 
1 120 115 5 0 
 
- Cu2+                      
(0 µM) 
1 107 103 4 0 
[%] 
 
95,8 4,2 0,0 
 
[%] 
 
96,3 3,7 0,0 
2 116 113 3 0 
 
2 114 104 10 0 
[%] 
 
97,4 2,6 0,0 
 
[%] 
 
91,2 8,8 0,0 
3 121 118 3 0 
 
3 118 112 6 0 
[%] 
 
97,5 2,5 0,0 
 
[%] 
 
94,9 5,1 0,0 
Mittelwert [%] 96,9 3,1 0,0 
 
Mittelwert [%] 94,1 5,9 0,0 
Fehler [%] 0,9 0,9 0,0 
 
Fehler [%] 2,6 2,6 0,0 
1 µM 
Cu2+ 
1 109 104 5 0 
 
1 µM 
Cu2+ 
1 127 56 43 28 
[%] 
 
95,4 4,6 0,0 
 
[%] 
 
44,1 33,9 22,0 
2 118 114 4 0 
 
2 118 46 47 25 
[%] 
 
96,6 3,4 0,0 
 
[%] 
 
39,0 39,8 21,2 
3 125 121 4 0 
 
3 117 48 50 19 
[%] 
 
96,8 3,2 0,0 
 
[%] 
 
41,0 42,7 16,2 
Mittelwert [%] 96,3 3,7 0,0 
 
Mittelwert [%] 41,4 38,8 19,8 
Fehler [%] 0,8 0,8 0,0 
 
Fehler [%] 2,6 4,5 3,1 
- Cu2+                      
+ 1000 
µM 
Cu2+ 
1 129 127 2 0 
 
- Cu2+                      
+ 1 µM 
Cu2+ 
1 106 48 35 23 
[%] 
 
98,4 1,6 0,0 
 
[%] 
 
45,3 33,0 21,7 
2 118 114 4 0 
 
2 119 54 49 16 
[%] 
 
96,6 3,4 0,0 
 
[%] 
 
45,4 41,2 13,4 
3 120 117 3 0 
 
3 135 71 42 22 
[%] 
 
97,5 2,5 0,0 
 
[%] 
 
52,6 31,1 16,3 
Mittelwert [%] 97,5 2,5 0,0 
 
Mittelwert [%] 47,8 35,1 17,1 
Fehler [%] 0,9 0,9 0,0 
 
Fehler [%] 4,2 5,3 4,2 
       
- Cu2+                      
+ 10 
µM 
Cu2+ 
1 118 3 27 88 
       
[%] 
 
2,5 22,9 74,6 
       
2 105 3 30 72 
       
[%] 
 
2,9 28,6 68,6 
       
3 109 3 26 80 
       
[%] 
 
2,8 23,9 73,4 
       
Mittelwert [%] 2,7 25,1 72,2 
       
Fehler [%] 0,2 3,0 3,2 
       
- Cu2+                      
+ 100 
µM 
Cu2+ 
1 44 0 2 42 
       
[%] 
 
0,0 4,5 95,5 
       
2 62 0 8 54 
       
[%] 
 
0,0 12,9 87,1 
       
3 57 0 8 49 
       
[%] 
 
0,0 14,0 86,0 
       
Mittelwert [%] 0,0 10,5 89,5 
       
Fehler [%] 0,0 5,2 5,2 
       
- Cu2+                      
+ 1000 
µM 
Cu2+ 
1 - n.b. n.b. n.b. 
       
[%] - - - - 
       
2 - n.b. n.b. n.b. 
       
[%] - - - - 
       
3 - n.b. n.b. n.b. 
       
[%] - - - - 
       
Mittelwert [%] - - - 
       
Fehler [%] - - - 
Alle Fehler sind als SD dargestellt. n.b.: nicht bestimmt. 
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Tab. 7.2.13: Daten zur quantitativen Bestimmung des gerichteten Wachstums von Δso Ptcu-1-
so-gfp in Abhängigkeit von der Konzentration an Kupfer(II)-Ionen. 
WT (N1-01) 
 
Δso Ptcu-1-so-gfp (MW_600) 
MM 
mit 
Agarose 
Replikat 
Gesamt-zahl 
an Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
 
MM 
mit 
Agarose 
Replikat 
Gesamt-zahl 
an Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
- Cu2+                      
(0 µM) 
1 208 142 198 
 
- Cu2+                      
(0 µM) 
1 246 171 240 
[%] 
 
68,3 95,2 
 
[%] 
 
69,5 97,6 
2 222 135 207 
 
2 318 243 311 
[%] 
 
60,8 93,2 
 
[%] 
 
76,4 97,8 
3 246 182 232 
 
3 284 207 276 
[%] 
 
74,0 94,3 
 
[%] 
 
72,9 97,2 
Mittelwert [%] 67,7 94,2 
 
Mittelwert [%] 72,9 97,5 
Fehler [%] 6,6 1,0 
 
Fehler [%] 3,5 0,3 
1 µM 
Cu2+ 
1 214 165 207 
 
1 µM 
Cu2+ 
1 209 136 205 
[%] 
 
77,1 96,7 
 
[%] 
 
65,1 98,1 
2 259 185 248 
 
2 307 217 303 
[%] 
 
71,4 95,8 
 
[%] 
 
70,7 98,7 
3 193 152 187 
 
3 261 177 256 
[%] 
 
78,8 96,9 
 
[%] 
 
67,8 98,1 
Mittelwert [%] 75,8 96,5 
 
Mittelwert [%] 67,9 98,3 
Fehler [%] 3,8 0,6 
 
Fehler [%] 2,8 0,4 
- Cu2+                      
+ 1000 
µM 
Cu2+ 
1 236 185 230 
 
- Cu2+                      
+ 1 µM 
Cu2+ 
1 256 169 251 
[%] 
 
78,4 97,5 
 
[%] 
 
66,0 98,0 
2 210 164 205 
 
2 338 233 325 
[%] 
 
78,1 97,6 
 
[%] 
 
68,9 96,2 
3 165 110 156 
 
3 328 216 315 
[%] 
 
66,7 94,5 
 
[%] 
 
65,9 96,0 
Mittelwert [%] 74,4 96,5 
 
Mittelwert [%] 66,9 96,7 
Fehler [%] 6,7 1,7 
 
Fehler [%] 1,7 1,1 
      
- Cu2+                      
+ 10 
µM 
Cu2+ 
1 240 124 235 
      
[%] 
 
51,7 97,9 
      
2 303 150 290 
      
[%] 
 
49,5 95,7 
      
3 261 109 248 
      
[%] 
 
41,8 95,0 
      
Mittelwert [%] 47,6 96,2 
      
Fehler [%] 5,2 1,5 
      
- Cu2+                      
+ 100 
µM 
Cu2+ 
1 222 35 213 
      
[%] 
 
15,8 95,9 
      
2 278 40 259 
      
[%] 
 
14,4 93,2 
      
3 201 38 192 
      
[%] 
 
18,9 95,5 
      
Mittelwert [%] 16,4 94,9 
      
Fehler [%] 2,3 1,5 
      
- Cu2+                      
+ 1000 
µM 
Cu2+ 
1 217 11 212 
      
[%] 
 
5,1 97,7 
      
2 216 13 213 
      
[%] 
 
6,0 98,6 
      
3 222 12 208 
      
[%] 
 
5,4 93,7 
      
Mittelwert [%] 5,5 96,7 
      
Fehler [%] 0,5 2,6 
Alle Fehler sind als SD dargestellt. 
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Abb. 7.2.11: Die Mutanten Δso, Δmak-1 und Δham-7 sind nicht zur vegetativen Zell-Zell-Kommunikation 
und -Fusion befähigt. 
A: In Myzelien der Mutanten Δso (N1-12), Δmak-1 (KO-0083) und Δham-7 (KO-0135) kommt es nicht zur 
Fusion zwischen sich berührenden Hyphen. Zwar treten benachbarte Kompartimente zufälligerweise miteinander 
in Kontakt (Pfeile), jedoch kann dabei weder gerichtetes Wachstum der Hyphen noch die Ausbildung von 
Fusionsbrücken wie im WT (vgl. Abb. 3.2.2A) beobachtet werden. B: Keimlinge dieser Mutanten sind im 
Gegensatz zum WT (vgl. Abb. 3.1.3A) ebenfalls nicht in der Lage miteinander zu interagieren. Es treten 
lediglich zufällige Zell-Zell-Kontakte (Pfeile) innerhalb der Populationen auf. Größenbalken: jeweils 10 µm. 
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Abb. 7.2.12: Anti-GFP-Immunoblot zur Untersuchung der verminderten Expression von so-gfp unter der 
Kontrolle des tcu-1-Promotors. 
Proteinextrakte von Δso Ptcu-1-so-gfp (MW_600), Δso Pso-1-so-gfp (N1-27) und Δso Pccg-1-1-so-gfp (N1-24) 
sowie des WT-Stamms (N1-01) wurden mit einem anti-GFP-Immunoblot analysiert. Die Stämme wurden in 
Flüssigkulturen mit den angegebenen Medien, die keine Cu2+-Ionen oder definierte Konzentrationen davon 
enthielten, angezogen. Während in den Kontrollstämmen dem nativen bzw. dem ccg-1-Promotor entsprechende 
Menge an SO-GFP voller Länge (168 kDa) nachgewiesen werden können, fehlen die Signale für das Protein 
hingegen in dem Stamm, der über den durch Cu2+ regulierten Promotor Ptcu-1 verfügt. Es treten jedoch für 
SO-GFP typische Fragmente bei ca. 55 kDa auf (Pfeilkopf; vgl. Abb. 7.2.7A), deren Signalstärke in Δso Ptcu-1-
so-gfp mit zunehmender Konzentration an Kupfer-Ionen abzunehmen scheint. Anmerkungen: Die Flüssig-
kulturen wurden mit einer 50-fach höheren Menge an Sporen beimpft (siehe Abschnitt 2.7.1). Anders als in den 
vorherigen anti-GFP-Immunoblots wurde zudem ein HRP-gekoppelter Anti-Maus-Antikörper (Ziege, 1:10000) 
von Novex verwendet. 
 
 
Abb. 7.2.13: Die Deletion von so, mak-1 und ham-7 hat keinen Einfluss auf die Biosynthese von Ergosterol. 
Mittels UV-VIS-Spektroskopie wurden Sterolprofile des WT-Stamms (N1-01) sowie der Mutanten Δerg-2 
(N2-35), Δso (N1-12), Δmak-1 (KO-0083) und Δham-7 (KO-0135) angefertigt. Mit Ausnahme der Sterol-
Biosynthese-Mutante Δerg-2 weisen alle Stämme einen für Ergosterol charakteristischen Verlauf der Absorption 
auf. Vgl. Abb. 7.2.3B für weitere Sterolprofile des WT-Stamms und der Δerg-2-Mutante. 
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Tab. 7.2.14: Daten zur quantitativen Bestimmung der Rekrutierung von SO-GFP an die Septen verletzter 
Hyphen. 
Stamm Replikat 
Gesamtzahl 
an Hyphen 
Rekrutierung 
keine 
Rekrutierung 
 
Stamm Replikat 
Gesamtzahl 
an Hyphen 
Rekrutierung 
keine 
Rekrutierung 
WT                                                             
(N1-01) 
1 43 1 42 
 
Δso            
SO-GFP                              
(N1-24) 
1 57 50 7 
[%]   2,3 97,7 
 
[%]   87,7 12,3 
2 59 3 56 
 
2 46 41 5 
[%] 5,1 94,9 
 
[%]   89,1 10,9 
3 49 0 49 
 
3 48 42 6 
[%]   0,0 100,0 
 
[%]   87,5 12,5 
Mittelwert [%] 2,5 97,5 
 
Mittelwert [%] 88,1 11,9 
Fehler [%] 2,5 2,5 
 
Fehler [%] 0,9 0,9 
WT           
GFP                                                           
(N3-06) 
1 50 1 49 
 
Δerg-2       
SO-GFP                              
(N2-49) 
1 51 45 6 
[%]   2,0 98,0 
 
[%]   88,2 11,8 
2 56 2 54 
 
2 50 46 4 
[%]   3,6 96,4 
 
[%]   92,0 8,0 
3 58 2 56 
 
3 51 45 6 
[%]   3,4 96,6 
 
[%]   88,2 11,8 
Mittelwert [%] 3,0 97,0 
 
Mittelwert [%] 89,5 10,5 
Fehler [%] 0,9 0,9 
 
Fehler [%] 2,2 2,2 
WT           
GFP-Farnesyl                          
(MT-03-36A) 
1 44 2 42 
 
Δso             
SO-GFP-
Farnesyl                              
(MT-06-96H) 
1 54 48 6 
[%]   4,5 95,5 
 
[%]   88,9 11,1 
2 57 3 54 
 
2 52 47 5 
[%]   5,3 94,7 
 
[%]   90,4 9,6 
3 43 1 42 
 
3 59 52 7 
[%]   2,3 97,7 
 
[%]   88,1 11,9 
Mittelwert [%] 4,0 96,0 
 
Mittelwert [%] 89,1 10,9 
Fehler [%] 1,5 1,5 
 
Fehler [%] 1,1 1,1 
WT            
SO-GFP                              
(N1-22) 
1 50 48 2 
 
Δso Δerg-2 
SO-GFP-
Farnesyl                              
(MW_490) 
1 54 49 5 
[%]   96,0 4,0 
 
[%]   90,7 9,3 
2 50 46 4 
 
2 56 52 4 
[%]   92,0 8,0 
 
[%]   92,9 7,1 
3 50 44 6 
 
3 61 56 5 
[%]   88,0 12,0 
 
[%]   91,8 8,2 
Mittelwert [%] 92,0 8,0 
 
Mittelwert [%] 91,8 8,2 
Fehler [%] 4,0 4,0 
 
Fehler [%] 1,1 1,1 
Alle Fehler sind als SD dargestellt. 
 
 
 
Abb. 7.2.14: Die Mutanten Δerg-2 und Δmak-1 sind sensitiv gegenüber Zellwand-Stress durch CFW. 
Serielle Verdünnungen von Sporen (101 bis 105 Sporen pro Tropfen) des WT-Stamms (N1-01) und der Mutanten 
Δerg-2 (N2-35), Δmak-1 (KO-0083) und Δso (N1-12) wurden auf Sorbose-reichem Medium aufgetragen und 
inkubiert. In Gegenwart von CFW (10 µg/mL, in 0,14 % (v/v) DMSO), welches die Zusammenlagerung von 
Chitin in der Zellwand stört, ist das Wachstum der Kolonien von Δerg-2 und Δmak-1 etwa um das 100- bzw. 
1000-fache reduziert. Jedoch sind auch andere Deletionsmutanten von Genen der Ergosterol-Biosynthese 
sensitiv gegenüber CFW (Gottschalk, 2013). 
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7.3 Anhang zu Abschnitt 3.3 
Tab. 7.3.1: Daten zur quantitativen Bestimmung der Keimlingsfusionen von 
Mutanten mit gestörter Plasmamembran-Fusion. 
Stämme 
Anzahl 
fusionierter 
Zellpaare 
Anzahl nicht 
fusionierter 
Zellpaare 
Gesamtzahl        
an Zellpaaren 
Zell-Zell-
Fusion [%] 
WT                                                
(N3-06 + N3-07) 
97 11 108 89,8 
Δerg-10a Δerg-10b            
(MW_175 + MW_179) 
55 32 87 63,2 
ΔPrm1                                                           
(A7 + A8) 
75 72 147 51,0 
Δerg-10a Δerg-10b ΔPrm1              
(MW_289 + MW_291) 
14 152 166 8,4 
WT + Δerg-10a Δerg-10b          
(N3-06 + MW_179) 
87 20 107 81,3 
WT + ΔPrm1                                                
(N3-06 + A8) 
127 27 154 82,5 
Δerg-10a Δerg-10b + ΔPrm1                         
(MW_179 + A7) 
172 39 211 81,5 
 
 
 
Tab. 7.3.2: Daten zur quantitativen Bestimmung der Zell-Zell-Fusion von 
Δerg-10a Δerg-10b während des Matings. 
Kreuzungspartner 
Erfolgreiche 
Zell-Zell-Fusion 
Keine 
Zell-Zell-Fusion 
Gesamtzahl 
beobachteter 
Ereignisse 
Zell-Zell-
Fusion [%] 
WT x WT                                                                
(N1-02 x N2-12) 
128 20 148 86,5 
WT x Δerg-10a Δerg-10b                                                             
(N1-02 x MW_181) 
75 23 98 76,5 
Δerg-10a Δerg-10b x WT                                                           
(N4-37 x N2-12) 
12 1 13 92,3 
Δerg-10a Δerg-10b                             
x Δerg-10a Δerg-10b                                                             
(N4-37 x MW_181) 
127 22 149 85,2 
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Abb. 7.3.1: Die Tripelmutante Δerg-10a Δerg-10b Δerg-11 kann nicht generiert werden. 
Es wurden sowohl Kreuzungen als auch eine Gen-Ausschaltung vorgenommen, um eine homokaryotische 
Mutante zu erhalten, in welcher die Deletionen der Gene erg-10a, erg-10b und erg-11 vorliegen. A: Die 
Kreuzung eines Heterokaryons bestehend aus dem Helfer-Stamm (N2-40) und Δerg-11 (MW_118) mit der 
Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b (N4-37) bringt zwar mit dem WT vergleichbare Perithezien hervor, deren 
Asci-Rosetten enthalten jedoch nur wenige schwarze Ascosporen (vgl. Abb. 3.3.7A). B: Im Gegensatz zur WT-
Kreuzung (N1-01 x N1-02), deren Asci zahlreiche Ascosporen in verschiedenen Reifegraden hervorbringen, sind 
die Asci der Kreuzung zwischen den erg-Mutanten in ihrer Entwicklung deutlich gestört. Unter den wenigen 
Ascosporen, die isoliert werden konnten, trat der Genotyp Δerg-10a Δerg-10b Δerg-11 nie auf (siehe 
Tab. 7.3.3). C: Es wurde eine Ausschaltkassette für das Gen erg-10a konstruiert. Die 5´- und 3´-Flanke sowie  
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(Abb. 7.3.1: Fortsetzung) 
das Nourseothricin-Resistenzgen nat1 wurden zunächst jeweils mittels PCR amplifiziert und über YRC 
miteinander verknüpft. Die erg-10a-nat1-Ausschaltkassette wurde in einen Empfängerstamm des Genotyps 
Δerg-10b Δerg-11 Δmus-52 (MW_241) transformiert. D: Die Primärtransformanten wurden mittels diagnos-
tischer PCR (Primerpaare 315/805 bzw. 344/345) hinsichtlich der Ausschaltung von erg-10a überprüft. 
Sämtliche Transformanten enthalten sowohl einen transformierten als auch nicht transformierten Gen-Locus und 
sind somit heterokaryotisch für erg-10a. Der Versuch, die Primärtransformanten über Einzelsporisolation auf 
Nourseothricin-haltigem Medium aufzureinigen, brachte keine homokaryotischen Isolate hervor (nicht gezeigte 
Daten). Erwartete Fragmentgrößen in Klammern. M: 1 kb DNA-Leiter. E: Ausgewählte Primärtransformanten 
wurden auf MM-Schrägagarröhrchen phänotypisch miteinander verglichen. In einigen Isolaten, wie etwa 
MW_415, treten bräunliche Läsionen auf (Pfeil), die denen der Mutanten Δerg-10a Δerg-10b und Δerg-1 ähneln 
(vgl. Abb. 3.1.2B & Abb. 3.3.8B), während der Empfängerstamm dem WT gleicht. F: Die Färbung von 
Keimlingspaaren mit FM4-64 zeigt, dass die heterokaryotische Tripelmutante Δerg-10a Δerg-10b Δerg-11 
Defekte bei der Plasmamembran-Fusion aufweist (Pfeil), während der Empfängerstamm WT-ähnliche 
Fusionsporen ausbildet (Pfeilkopf). Größenbalken: A: 20 µm, B: 50 µm, F: 5 µm. 
 
 
Tab. 7.3.3: Genotypisierung von Nachkommen aus Kreuzungen zur 
Generierung der Tripelmutante Δerg-10a Δerg-10b Δerg-11. 
Genotyp Anzahl der Genotypen 
Kreuzungsansatz N4-28 x N4-37 (MW_118 + N2-40) x N4-37 
Medium, auf dem die Ascosporen 
ausplattiert wurden 
MM + Hyg MM MM + Hyg 
WT 0 0 0 
Δerg-10a 1 2 1 
Δerg-10b 4 1 0 
Δerg-11 2 2 5 
Δerg-10a Δerg-10b 7 2 7 
Δerg-10a Δerg-11 3 3 7 
Δerg-10b Δerg-11 3 1 3 
Δerg-10a Δerg-10b Δerg-11 0 0 0 
Summe 20 11 23 
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Abb. 7.3.2: Sequenzierung des ORF einer klassischen erg-1-Mutante. 
A: Codierende Nukleotid-Sequenz des erg-1-Gens im WT. Das Genprodukt umfasst 256 Aminosäuren. 
B: Im Vergleich zum WT weist die Sequenz der Mutante erg-1 (N2-28) eine Substitution im Codon 149 auf 
(Kästchen). Durch die Mutation von GGT zu GAT wird Glycin durch Asparaginsäure ersetzt. Rot: Punkt-
mutation. Grün: Aminosäure-Sequenzen. 
A
B
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7.4 Anhang zu Abschnitt 3.4 
 
Abb. 7.4.1: Die Deletion von Genen der Ergosterol-Biosynthese hat keine Auswirkungen auf die Bildung 
von Protoperithezien.  
Die Mutanten Δerg-2 (N2-34), Δerg-10a (N4-25), Δerg-10b (N4-29), Δerg-11 (N4-27), Δerg-2 Δerg-11 
(N4-35), Δerg-10a Δerg-10b (N4-37) und Δerg-2 Δerg-10a Δerg-10b (N4-39) bilden auf WG-Medium vom WT 
(N1-02) ununterscheidbare Protoperithezien aus. Größenbalken: 200 µm. 
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Abb. 7.4.2: Kreuzungen mit der Doppelmutante Δerg-10a Δerg-10b sind schwach fertil.  
Analog zu den (mat A x mat a)-Ansätzen in Abb. 3.4.4 wurden homo- und heterozygote Kreuzungen in 
umgekehrter Richtung (mat a x mat A) zwischen dem WT (N1-01 bzw. N1-02) und der Doppelmutante 
Δerg-10a Δerg-10b (N4-37 und N4-38) vorgenommen. Dabei konnten tendenziell die gleichen Beobachtungen 
gemacht werden. A: Je mehr Δerg-10a Δerg-10b an den Kreuzungen beteiligt ist, desto stärker ist Reifung der 
Perithezien und Asci-Rosetten beeinträchtigt. B: Da kein Stamm des Genotyps Δerg-10a Δerg-10b his-3 mat a 
zur Verfügung stand, wurden die Ansätze mit männlichen Zellen eines Heterokaryons bestehend aus Δerg-10a 
Δerg-10b his-3 mat A (MW_126) und dem Helfer-Stamm (N2-40) befruchtet. Jedoch konnten die Defekte der 
Mutante dadurch nicht gerettet werden, da der Helfer-Stamm in erster Linie nur als weiblicher Kreuzungspartner 
einen positiven Einfluss auf die Fertilität ausüben kann. C: Kreuzungen, in denen Δerg-10a Δerg-10b als 
weiblicher Kreuzungspartner eingesetzt wird, sind (nahezu) steril. Die Aufnahmen der Perithezien und Asci-
Rosetten wurden 14 d nach Befruchtung erstellt. Etwa einen Monat nach Befruchtung wurde die Gesamtmenge 
an freigesetzten Ascosporen pro Kreuzungsansatz in Wasser aufgenommen. Perithezien, 500 µm; Asci-Rosetten, 
200 µm. 
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Abb. 7.4.3: Kreuzungen mit Δerg-10a oder Δerg-10b sind uneingeschränkt fertil. 
In homo- und heterozygoten Kreuzungen zwischen dem WT (N1-01 und N1-02) und der Einzelmutante 
Δerg-10a (N4-25 bzw. N4-26) oder Δerg-10b (N4-29 bzw. N4-30) können keine Einschränkungen in der 
Entwicklung der Fruchtkörper festgestellt werden. A: Kreuzungen mit Δerg-10a bilden morphologisch vom WT 
ununterscheidbare Perithezien und Asci-Rosetten aus. B: In gleicher Weise hat die Deletion von erg-10b keinen 
Einfluss auf die phänotypische Ausprägung der Perithezien und Asci-Rosetten. Die Aufnahmen der Perithezien 
und Asci-Rosetten wurden 10 bis 12 d nach Befruchtung erstellt. Größenbalken: Perithezien, 500 µm; Asci-
Rosetten, 200 µm. 
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Abb. 7.4.4: Heterozygote Kreuzungen mit der Suppressor-Mutation ΔSad-1 sind fertil. 
Homo- und heterozygote Kreuzungen zwischen dem WT (N1-01 und N1-02) und der Mutante ΔSad-1 (KO-0096 
und KO-0097) wurden hinsichtlich ihrer Fertilität miteinander verglichen. A & B: In den Kreuzungen (mat a x 
mat A) sowie (mat A x mat a) können die gleichen Beobachtungen gemacht werden. Während ΔSad-1 die 
morphologische Ausprägung der Perithezien in keinem der Ansätze beeinträchtigt, werden in den homozygoten 
Kreuzungen der Mutante Asci-Rosetten gebildet, die in einem frühen Stadium ihrer Entwicklung blockiert sind. 
Im Gegensatz dazu wird die Bildung der Asci in den heterozygoten Ansätzen nicht wesentlich gestört. C: Diese 
unterschiedliche Entwicklung der Asci-Rosetten spiegelt sich auch in der Bildung der Ascosporen wider. 
Homozygote ΔSad-1-Kreuzungen sind steril, während in den heterozygoten Ansätzen mit der WT-Kontrolle 
vergleichbare Mengen an Ascosporen freigesetzt werden. Die Aufnahmen der Perithezien und Asci-Rosetten 
wurden 13 d nach Befruchtung erstellt, wobei die Quetschpräparate am Hellfeldmikroskop beobachtet wurden. 
Etwa einen Monat nach Befruchtung wurde die Gesamtmenge an freigesetzten Ascosporen pro Kreuzungsansatz 
in Wasser aufgenommen. Größenbalken: Perithezien, 500 µm; Asci-Rosetten, 200 µm. 
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7.5 Anhang zu Abschnitt 3.5 
Tab. 7.5.1: Daten zur quantitativen Bestimmung der Sterol-Zusammensetzung des WT-Stamms, von 
Δerg-2 und Δerg-11 mittels GC-MS-Analyse. 
Stamm 
Bezeichnung 
im                       
GC-Profil 
(Abb. 3.5.1) 
Name der Sterol-
Verbindung 
(vgl. Abb. 7.5.1) 
Molare 
Masse 
[g/mol] 
Mittlere 
Retentions-
zeit       
[min] 
Masse an Sterolen pro 
Biomasse [µg/g] 
Anteil an allen Sterolen 
[%] 
Mittelwert Fehler Mittelwert Fehler 
WT                          
(N1-01) 
a Ergosta-5,8,22-trienol 396,65 26,21 3,1 5,3 0,4 0,7 
b 
Ergosterol                       
(Ergosta-5,7,22-trienol 
396,65 26,42 620,8 123,6 90,6 2,3 
c 
Ergosta-5,7,22,24(28)-
tetraenol 
394,65 26,57 8,5 10,6 1,1 1,3 
d Ergosta-5,7,24(28)-trienol 396,65 26,75 21,1 6,2 3,1 0,4 
e 
Episterol                     
(Ergosta-7,24(28)-dienol) 
398,65 26,85 32,8 8,7 4,8 0,6 
          686,4 ± 144,3     
                  
Δerg-2                       
(N2-35) 
f 
Ergosta-5,8,22,24(28)-
tetraenol 
394,65 26,38 8,8 7,3 1,4 1,0 
c 
Ergosta-5,7,22,24(28)-
tetraenol 
394,65 26,58 523,5 101,4 91,2 1,9 
g Ergostatetraenol 394,65 26,68 3,5 4,9 0,5 0,7 
d Ergosta-5,7,24(28)-trienol 396,65 26,75 24,5 7,5 4,2 0,4 
e 
Episterol                     
(Ergosta-7,24(28)-dienol) 
398,65 26,86 15,6 5,8 2,7 0,4 
    
  575,9 ± 125,0   
 
                  
Δerg-11                       
(N4-28) 
h Ergosta-5,8-dienol 398,65 26,58 20,7 9,5 3,1 1,1 
i Ergostadienol 398,65 26,63 2,9 4,0 0,5 0,7 
j Ergosta-5,7,24(28)-trienol 396,65 
26,79 580,2 90,1 90,1 4,7 
k Ergosta-5,7-dienol 398,65 
e 
Episterol                     
(Ergosta-7,24(28)-dienol) 
398,65 26,86 40,7 23,0 6,3 3,7 
    
  644,6 ± 102,3   
 
Alle Fehler sind als SD dargestellt. 
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Abb. 7.5.1: Massenspektren verschiedener Sterol-Verbindungen. 
Die aus dem WT (N1-01), Δerg-2 (N2-35) und Δerg-11 (N4-28) extrahierten Sterole wurden mit MSTFA 
derivatisiert und mittels GC-MS analysiert. Dargestellt sind die Massenspektren der TMS-Ether ausgewählter 
Sterol-Verbindungen. Das Auftreten dieser Sterole in den Gas-Chromatogrammen ist Abb. 3.5.1 sowie 
Abb. 3.5.4 zu entnehmen. Die Identifikation dieser Verbindungen erfolgte im Vergleich zu Literaturangaben und 
Datenbankeinträgen. 
 
 
 
 
 
 
b: Ergosterol
c: Ergosta-5,7,22,24(28)-tetraenol
d: Ergosta-5,7,24(28)-trienol
e: Episterol l: Lanosterol oder Obtusifoliol
f: Ergosta-5,8,22,24(28)-tetraenol
h: Ergosta-5,8-dienol
j: Ergosta-5,7,24(28)-trienol
k: Ergosta-5,7-dienol
m: Eburicol
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Tab. 7.5.2: Daten zur quantitativen Bestimmung des gerichteten Wachstums von Keimlingen 
des WT-Stamms und verschiedener erg-Mutanten bei 30 °C und 39 °C. 
Temperatur 30 °C 39 °C 
Stamm Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
WT                          
(N1-01) 
1 359 229 332 1 433 267 405 
[%]   63,8 92,5 [%]   61,7 93,5 
2 389 276 366 2 402 253 374 
[%]   71,0 94,1 [%]   62,9 93,0 
3 373 265 352 3 337 208 322 
[%]   71,0 94,4 [%]   61,7 95,5 
Mittelwert [%] 68,6 93,6 Mittelwert [%] 62,1 94,0 
Fehler [%] 4,2 1,0 Fehler [%] 0,7 1,3 
Δerg-2                                                       
(N2-35) 
1 451 134 417 1 406 5 368 
[%]   29,7 92,5 [%]   1,2 90,6 
2 457 123 430 2 281 4 269 
[%]   26,9 94,1 [%]   1,4 95,7 
3 379 92 362 3 428 5 398 
[%]   24,3 95,5 [%]   1,2 93,0 
Mittelwert [%] 27,0 94,0 Mittelwert [%] 1,3 93,1 
Fehler [%] 2,7 1,5 Fehler [%] 0,1 2,5 
Δerg-11                                          
(N4-28) 
1 474 274 437 1 426 216 406 
[%]   57,8 92,2 [%]   50,7 95,3 
2 403 199 379 2 461 235 433 
[%] 49,4 94,0 [%]   51,0 93,9 
3 467 286 441 3 446 220 423 
[%]   61,2 94,4 [%]   49,3 94,8 
Mittelwert [%] 56,1 93,6 Mittelwert [%] 50,3 94,7 
Fehler [%] 6,1 1,2 Fehler [%] 0,9 0,7 
Δerg-2 
Δerg-11                   
(N4-36) 
1 449 290 427 1 552 333 524 
[%]   64,6 95,1 [%]   60,3 94,9 
2 424 272 403 2 430 270 411 
[%]   64,2 95,0 [%]   62,8 95,6 
3 482 313 455 3 351 200 341 
[%]   64,9 94,4 [%]   57,0 97,2 
Mittelwert [%] 64,6 94,8 Mittelwert [%] 60,0 95,9 
Fehler [%] 0,4 0,4 Fehler [%] 2,9 1,1 
Δerg-10a 
Δerg-10b                          
(N4-38) 
1 512 330 468 1 384 225 347 
[%]   64,5 91,4 [%]   58,6 90,4 
2 521 319 467 2 450 259 399 
[%]   61,2 89,6 [%]   57,6 88,7 
3 336 187 309 3 491 261 444 
[%]   55,7 92,0 [%]   53,2 90,4 
Mittelwert [%] 60,4 91,0 Mittelwert [%] 56,4 89,8 
Fehler [%] 4,5 1,2 Fehler [%] 2,9 1,0 
Δerg-2 
Δerg-10a 
Δerg-10b                        
(N4-40) 
1 440 148 410 1 459 23 434 
[%]   33,6 93,2 [%]   5,0 94,6 
2 398 130 375 2 549 30 511 
[%]   32,7 94,2 [%]   5,5 93,1 
3 468 150 442 3 487 32 462 
[%]   32,1 94,4 [%]   6,6 94,9 
Mittelwert [%] 32,8 93,9 Mittelwert [%] 5,7 94,2 
Fehler [%] 0,8 0,7 Fehler [%] 0,8 1,0 
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt.  
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Tab. 7.5.3: Daten zur quantitativen 
Bestimmung des gerichteten 
Wachstums von Δerg-2-Keimlingen 
nach Senkung der Temperatur von 
39 °C auf 30 °C. 
Zeit                          
[min] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
0 
               
(39 °C 
↓                                               
30 °C) 
1 406 5 
[%]   1,2 
2 417 7 
[%]   1,7 
3 436 8 
[%]   1,8 
Mittelwert [%] 1,6 
Fehler [%] 0,3 
5 
1 449 18 
[%]   4,0 
2 408 21 
[%]   5,1 
3 408 20 
[%]   4,9 
Mittelwert [%] 4,7 
Fehler [%] 0,6 
10 
1 277 19 
[%]   6,9 
2 397 44 
[%]   11,1 
3 441 46 
[%]   10,4 
Mittelwert [%] 9,5 
Fehler [%] 2,3 
15 
1 269 28 
[%]   10,4 
2 410 63 
[%]   15,4 
3 468 96 
[%]   20,5 
Mittelwert [%] 15,4 
Fehler [%] 5,1 
20 
1 403 71 
[%]   17,6 
2 423 98 
[%]   23,2 
3 472 130 
[%]   27,5 
Mittelwert [%] 22,8 
Fehler [%] 5,0 
25 
1 337 88 
[%]   26,1 
2 493 127 
[%]   25,8 
3 523 153 
[%]   29,3 
Mittelwert [%] 27,0 
Fehler [%] 1,9 
30 
1 362 105 
[%]   29,0 
2 418 132 
[%]   31,6 
3 417 143 
[%]   34,3 
Mittelwert [%] 31,6 
Fehler [%] 2,6 
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt.  
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Abb. 7.5.2: Erhöhte Temperaturen haben keinen Einfluss auf die Menge oder Zusammensetzung der 
Sterole in WT- und Δerg-2-Kulturen. 
Der WT (N1-01) und Δerg-2 (N2-35) wurden in Schüttelkulturen für jeweils 24 h bei 30 °C bzw. 39 °C 
angezogen. Die Sterole gleicher Biomassen wurden extrahiert und mittels UV-VIS-Spektroskopie untersucht. 
Dargestellt sind die mittleren Verläufe der Absorptionen von jeweils drei Replikaten einschließlich derer 
Standardabweichungen. Weder im WT noch in der Mutante treten zwischen den Kultivierungen bei 30 °C und 
39 °C signifikante Unterschiede in der Sterol-Menge auf. 
 
 
Abb. 7.5.3: DMSO wirkt dem Defekt der Zell-Zell-Kommunikation von Δerg-2-Keimlingen nicht 
spezifisch entgegen. 
Keimlinge des WT-Stamms (N1-01) und der Δerg-2-Mutante (N2-35) wurden auf MM ohne und mit Zugabe 
von 2 % (v/v) DMSO angezogen. A: WT-Zellen zeigen unter beiden Bedingungen ein normales Verhalten 
(Pfeile). Keimlinge der Mutante, die sich auf MM typischerweise umeinander drehen (Sternchen), zeigen in 
Gegenwart von DMSO WT-ähnliche Zell-Zell-Kontakte (Pfeilkopf). B: Die detaillierte Analyse der Zell-Zell-
Kontakte ergibt, dass Δerg-2-Keimlinge trotz der Behandlung mit DMSO vorrangig geschwollene und verdrehte 
Berührungsstellen ausbilden. C: DMSO mindert sowohl das gerichtete Wachstum als auch die Sporenkeimung 
von WT- bzw. Δerg-2-Keimlingen. Rohdaten: siehe Tab. 7.5.4. Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit 
jeweils ca. 70 bis 130 Zellen bzw. Zellpaaren. Größenbalken: 5 µm. 
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Tab. 7.5.4: Daten zur quantitativen Bestimmung des gerichteten Wachstums und der Zell-
Zell-Kontakte von WT- und Δerg-2-Keimlingen in Gegenwart von DMSO. 
Stämme 
MM MM + 2 % (v/v) DMSO 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
WT                          
(N1-01) 
1 103 72 99 1 89 10 68 
[%]   69,9 96,1 [%]   11,2 76,4 
2 89 65 85 2 85 12 65 
[%]   73,0 95,5 [%]   14,1 76,5 
3 108 78 105 3 67 9 57 
[%]   72,2 97,2 [%]   13,4 85,1 
Mittelwert [%] 71,7 96,3 Mittelwert [%] 12,9 79,3 
Fehler [%] 1,6 0,9 Fehler [%] 1,5 5,0 
Δerg-2                          
(N2-35) 
1 93 29 87 1 85 10 69 
[%]   31,2 93,5 [%]   11,8 81,2 
2 77 26 73 2 84 12 63 
[%]   33,8 94,8 [%]   14,3 75,0 
3 81 26 75 3 100 10 70 
[%]   32,1 92,6 [%]   10,0 70,0 
Mittelwert [%] 32,3 93,6 Mittelwert [%] 12,0 75,4 
Fehler [%] 1,3 1,1 Fehler [%] 2,2 5,6 
 
Stamm 
MM MM + 2 % (v/v) DMSO 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zell-
paaren 
Zell-Zell-Kontakte 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zell-
paaren 
Zell-Zell-Kontakte 
normal geschwollen verdreht normal geschwollen verdreht 
WT                          
(N1-01) 
1 108 104 4 0 1 132 126 6 0 
[%]   96,3 3,7 0,0 [%]   95,5 4,5 0,0 
2 120 117 3 0 2 106 102 4 0 
[%]   97,5 2,5 0,0 [%]   96,2 3,8 0,0 
3 104 103 1 0 3 105 102 3 0 
[%]   99,0 1,0 0,0 [%]   97,1 2,9 0,0 
Mittelwert [%] 97,6 2,4 0,0 Mittelwert [%] 96,3 3,7 0,0 
Fehler [%] 1,4 1,4 0,0 Fehler [%] 0,8 0,8 0,0 
Δerg-2                          
(N2-35) 
1 107 6 18 83 1 105 8 61 36 
[%]   5,6 16,8 77,6 [%]   7,6 58,1 34,3 
2 100 4 11 85 2 106 9 60 37 
[%]   4,0 11,0 85,0 [%]   8,5 56,6 34,9 
3 107 3 7 97 3 104 3 56 45 
[%]   2,8 6,5 90,7 [%]   2,9 53,8 43,3 
Mittelwert [%] 4,1 11,5 84,4 Mittelwert [%] 6,3 56,2 37,5 
Fehler [%] 1,4 5,2 6,6 Fehler [%] 3,0 2,2 5,0 
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt.  
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Abb. 7.5.4: Das Fungistatikum Fluconazol wirkt in Kombination mit erhöhten Temperaturen fungizid. 
Vorkulturen des WT-Stamms (N1-01) wurden bei 30 °C auf MM mit Fluconazol (FLZ) angezogen. Sporen 
davon wurden auf Medium mit der gleichen Konzentration des Inhibitors ausplattiert und über Nacht bei 30 °C 
sowie 39 °C inkubiert. Bei 30 °C verzögert sich das Wachstum der Keimlinge mit steigender Menge an FLZ. Bei 
erhöhter Temperatur nimmt die Vitalität der Keimlinge in Kombination mit einer steigenden Konzentration des 
Inhibitors stark ab, sodass sich vermehrt lysierte und/oder abgestorbene Keimlinge anhäufen (Kreuze). 
Größenbalken: 10 µm. 
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Tab. 7.5.5: Daten zur quantitativen Bestimmung des gerichteten Wachstums von Keimlingen des WT-
Stamms und verschiedener erg-Mutanten in Gegenwart von Fluconazol in der Vor- und Hauptkultur. 
Stamm 
FLZ 
[µg/mL] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
 
Stamm 
FLZ 
[µg/mL] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
WT                          
(N1-01) 
0                            
(4 h) 
1 93 80 90   
Δerg-2                    
(N2-35) 
0                            
(4 h) 
1 83 41 80 
[%]   86,0 96,8   [%]   49,4 96,4 
2 95 74 92   2 77 35 73 
[%]   77,9 96,8   [%]   45,5 94,8 
3 87 72 83   3 71 34 68 
[%]   82,8 95,4   [%]   47,9 95,8 
Mittelwert [%] 82,2 96,3   Mittelwert [%] 47,6 95,7 
Fehler [%] 4,1 0,8   Fehler [%] 2,0 0,8 
2                            
(4 h) 
1 76 60 73   
2                            
(4 h) 
1 85 27 77 
[%]   78,9 96,1   [%]   31,8 90,6 
2 96 82 93   2 76 30 70 
[%]   85,4 96,9   [%]   39,5 92,1 
3 104 94 102   3 82 24 78 
[%]   90,4 98,1   [%]   29,3 95,1 
Mittelwert [%] 84,9 97,0   Mittelwert [%] 33,5 92,6 
Fehler [%] 5,7 1,0   Fehler [%] 5,3 2,3 
5                            
(4 h) 
1 74 52 71   
5                           
(4 h) 
1 60 1 46 
[%]   70,3 95,9   [%]   1,7 76,7 
2 81 60 80   2 58 3 48 
[%]   74,1 98,8   [%]   5,2 82,8 
3 82 62 81   3 105 12 93 
[%]   75,6 98,8   [%]   11,4 88,6 
Mittelwert [%] 73,3 97,8   Mittelwert [%] 6,1 82,7 
Fehler [%] 2,7 1,6   Fehler [%] 4,9 6,0 
10                     
(4 h) 
1 82 51 80   
5                            
(5 h) 
1 90 6 87 
[%]   62,2 97,6   [%]   6,7 96,7 
2 80 43 78   2 71 7 66 
[%]   53,8 97,5   [%]   9,9 93,0 
3 86 47 84   3 73 9 69 
[%]   54,7 97,7   [%]   12,3 94,5 
Mittelwert [%] 56,9 97,6   Mittelwert [%] 9,6 94,7 
Fehler [%] 4,6 0,1   Fehler [%] 2,8 1,9 
20                            
(4 h) 
1 106 55 101   
10                            
(4 h) 
1 61 1 34 
[%]   51,9 95,3   [%]   1,6 55,7 
2 107 50 104   2 93 0 37 
[%]   46,7 97,2   [%]   0,0 39,8 
3 101 52 98   3 82 0 40 
[%]   51,5 97,0   [%]   0,0 48,8 
Mittelwert [%] 50,0 96,5   Mittelwert [%] 0,5 48,1 
Fehler [%] 2,9 1,1   Fehler [%] 0,9 8,0 
40                                   
(4 h) 
1 n.b. n.b. n.b. 
 
      
[%]   - - 
 
      
2 n.b. n.b. n.b. 
 
      
[%]   - - 
 
      
3 n.b. n.b. n.b. 
 
      
[%]   - - 
 
      
Mittelwert [%] - - 
 
     
Fehler [%] - - 
 
     
40                                   
(5 h) 
1 130 44 126 
 
      
[%]   33,8 96,9 
 
      
2 100 32 97 
 
      
[%]   32,0 97,0 
 
      
3 127 34 122 
 
      
[%]   26,8 96,1 
 
      
Mittelwert [%] 30,9 96,7 
 
      
Fehler [%] 3,7 0,5 
 
      
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt.         n.b.: nicht bestimmt. 
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(Tab. 7.5.5: Fortsetzung) 
Stamm 
FLZ 
[µg/mL] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
 
Stamm 
FLZ 
[µg/mL] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
Δerg-11                    
(N4-28) 
0                            
(4 h) 
1 125 91 117 
 
Δerg-2 
Δerg-11                    
(N4-36) 
0                            
(4 h) 
1 86 66 82 
[%]   72,8 93,6 
 
[%]   76,7 95,3 
2 113 84 108 
 
2 68 47 66 
[%]   74,3 95,6 
 
[%]   69,1 97,1 
3 114 84 109 
 
3 88 61 85 
[%]   73,7 95,6 
 
[%]   69,3 96,6 
Mittelwert [%] 73,6 94,9 
 
Mittelwert [%] 71,7 96,3 
Fehler [%] 0,8 1,2 
 
Fehler [%] 4,3 0,9 
2                            
(4 h) 
1 96 52 94 
 
2                            
(4 h) 
1 83 40 79 
[%]   54,2 97,9 
 
[%]   48,2 95,2 
2 122 65 114 
 
2 65 33 64 
[%]   53,3 93,4 
 
[%]   50,8 98,5 
3 107 70 104 
 
3 69 34 65 
[%]   65,4 97,2 
 
[%]   49,3 94,2 
Mittelwert [%] 57,6 96,2 
 
Mittelwert [%] 49,4 95,9 
Fehler [%] 6,8 2,4 
 
Fehler [%] 1,3 2,2 
5                            
(4 h) 
1 89 38 85 
 
5                            
(4 h) 
1 106 40 92 
[%]   42,7 95,5 
 
[%]   37,7 86,8 
2 86 41 81 
 
2 115 38 103 
[%]   47,7 94,2 
 
[%]   33,0 89,6 
3 83 30 76 
 
3 84 25 75 
[%]   36,1 91,6 
 
[%]   29,8 89,3 
Mittelwert [%] 42,2 93,8 
 
Mittelwert [%] 33,5 88,5 
Fehler [%] 5,8 2,0 
 
Fehler [%] 4,0 1,5 
5                            
(5 h) 
1 87 37 84 
 
10                            
(4 h) 
1 92 22 84 
[%]   42,5 96,6 
 
[%]   23,9 91,3 
2 121 54 116 
 
2 91 18 78 
[%]   44,6 95,9 
 
[%]   19,8 85,7 
3 119 58 116 
 
3 112 25 100 
[%]   48,7 97,5 
 
[%]   22,3 89,3 
Mittelwert [%] 45,3 96,6 
 
Mittelwert [%] 22,0 88,8 
Fehler [%] 3,2 0,8 
 
Fehler [%] 2,1 2,8 
10                            
(4 h) 
1 99 29 89 
 
10                            
(4,5 h) 
1 95 22 88 
[%]   29,3 89,9 
 
[%]   23,2 92,6 
2 128 32 117 
 
2 107 28 97 
[%]   25,0 91,4 
 
[%]   26,2 90,7 
3 93 23 81 
 
3 142 36 134 
[%]   24,7 87,1 
 
[%]   25,4 94,4 
Mittelwert [%] 26,3 89,5 
 
Mittelwert [%] 24,9 92,6 
Fehler [%] 2,6 2,2 
 
Fehler [%] 1,6 1,9 
10                            
(5 h) 
1 106 33 97 
 
      
[%]   31,1 91,5 
 
      
2 134 40 125 
 
      
[%]   29,9 93,3 
 
      
3 120 48 111 
 
      
[%]   40,0 92,5 
 
      
Mittelwert [%] 33,7 92,4 
 
      
Fehler [%] 5,5 0,9 
 
      
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt.  
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(Tab. 7.5.5: Fortsetzung) 
Stamm 
FLZ 
[µg/mL] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
 
Stamm 
FLZ 
[µg/mL] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
Δerg-10a 
Δerg-10b                    
(N4-38) 
0                            
(4 h) 
1 73 64 64 
 
Δerg-2 
Δerg-10a 
Δerg-10b                    
(N4-40) 
0                            
(4 h) 
1 53 21 52 
[%]   87,7 87,7 
 
[%]   39,6 98,1 
2 n.b. n.b. n.b. 
 
2 68 36 68 
[%]   - - 
 
[%]   52,9 100,0 
3 n.b. n.b. n.b. 
 
3 58 22 56 
[%]   - - 
 
[%]   37,9 96,6 
Mittelwert [%] - - 
 
Mittelwert [%] 43,5 98,2 
Fehler [%] - - 
 
Fehler [%] 8,2 1,7 
0                            
(5 h) 
1 99 76 95 
 
2                            
(4 h) 
1 92 8 88 
[%]   76,8 96,0 
 
[%]   8,7 95,7 
2 74 50 72 
 
2 124 10 112 
[%]   67,6 97,3 
 
[%]   8,1 90,3 
3 80 54 76 
 
3 89 11 82 
[%]   67,5 95,0 
 
[%]   12,4 92,1 
Mittelwert [%] 70,6 96,1 
 
Mittelwert [%] 9,7 92,7 
Fehler [%] 5,3 1,2 
 
Fehler [%] 2,3 2,7 
2                            
(4 h) 
1 117 39 109 
 
      
[%]   33,3 93,2 
 
      
2 92 34 88 
 
      
[%]   37,0 95,7 
 
      
3 110 43 105 
 
      
[%]   39,1 95,5 
 
      
Mittelwert [%] 36,5 94,8 
 
      
Fehler [%] 2,9 1,4 
 
      
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt.        n.b.: nicht bestimmt. 
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Abb. 7.5.5: Die temporäre Behandlung mit Fluconazol hat keinen Einfluss auf das Verhalten von 
WT- und Δerg-2-Keimlingen. 
A: Sporen des WT-Stamms (N1-01) und der Δerg-2-Mutante (N2-35) wurden in Vorkulturen auf MM mit 
Fluconazol (FLZ) angezogen und anschließend auf FLZ-freies MM ausplattiert. Die Art und Anzahl der 
Interaktionen (Pfeile) beider Stämme wird dadurch nicht beeinflusst. B: Sporen beider Stämme wurden zunächst 
auf MM ohne FLZ angezogen und anschließend als Hauptkulturen auf Medium mit dem Inhibitor inkubiert. 
Wiederum kann kein Effekt von FLZ auf das Verhalten der WT- und Δerg-2-Keimlinge festgestellt werden. 
Vgl. Abb. 3.5.6. Rohdaten: siehe Tab. 7.5.6 & Tab. 7.5.7. Fehlerbalken: SD von drei Experimenten mit jeweils 
ca. 70 bis 170 Zellen bzw. Zellpaaren. Größenbalken: jeweils 10 µm.  
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Tab. 7.5.6: Daten zur quantitativen Bestimmung des gerichteten Wachstums von WT- und Δerg-2-
Keimlingen in Gegenwart von Fluconazol in der Vorkultur (und nicht in der Hauptkultur). 
Stamm 
FLZ 
[µg/mL] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
 
Stamm 
FLZ 
[µg/mL] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
WT                          
(N1-01) 
0 
1 84 78 83   
Δerg-2                    
(N2-35) 
0 
1 65 28 59 
[%]   92,9 98,8   [%]   43,1 90,8 
2 103 82 99   2 71 34 68 
[%]   79,6 96,1   [%]   47,9 95,8 
3 77 62 76   3 84 36 82 
[%]   80,5 98,7   [%]   42,9 97,6 
Mittelwert [%] 84,3 97,9   Mittelwert [%] 44,6 94,7 
Fehler [%] 7,4 1,5   Fehler [%] 2,8 3,5 
2 
1 98 76 94   
2 
1 83 34 80 
[%]   77,6 95,9   [%]   41,0 96,4 
2 110 92 106   2 111 52 106 
[%]   83,6 96,4   [%]   46,8 95,5 
3 82 67 79   3 123 68 120 
[%]   81,7 96,3   [%]   55,3 97,6 
Mittelwert [%] 81,0 96,2   Mittelwert [%] 47,7 96,5 
Fehler [%] 3,1 0,3   Fehler [%] 7,2 1,0 
5 
1 82 61 80   
5 
1 112 56 106 
[%]   74,4 97,6   [%]   50,0 94,6 
2 117 99 114   2 108 50 106 
[%]   84,6 97,4   [%]   46,3 98,1 
3 93 75 89   3 112 52 110 
[%]   80,6 95,7   [%]   46,4 98,2 
Mittelwert [%] 79,9 96,9   Mittelwert [%] 47,6 97,0 
Fehler [%] 5,2 1,0   Fehler [%] 2,1 2,0 
10 
1 85 72 82   
10 
1 98 36 92 
[%]   84,7 96,5   [%]   36,7 93,9 
2 108 83 105   2 105 47 100 
[%]   76,9 97,2   [%]   44,8 95,2 
3 102 81 100   3 113 40 108 
[%]   79,4 98,0   [%]   35,4 95,6 
Mittelwert [%] 80,3 97,2   Mittelwert [%] 39,0 94,9 
Fehler [%] 4,0 0,8   Fehler [%] 5,1 0,9 
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt.  
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Tab. 7.5.7: Daten zur quantitativen Bestimmung des gerichteten Wachstums von WT- und Δerg-2-
Keimlingen in Gegenwart von Fluconazol in der Hauptkultur (und nicht in der Vorkultur). 
Stamm 
FLZ 
[µg/mL] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
 
Stamm 
FLZ 
[µg/mL] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
WT                          
(N1-01) 
0 
1 123 102 118   
Δerg-2                    
(N2-35) 
0 
1 97 37 93 
[%]   82,9 95,9   [%]   38,1 95,9 
2 124 90 118   2 115 57 112 
[%]   72,6 95,2   [%]   49,6 97,4 
3 111 84 105   3 91 40 87 
[%]   75,7 94,6   [%]   44,0 95,6 
Mittelwert [%] 77,1 95,2   Mittelwert [%] 43,9 96,3 
Fehler [%] 5,3 0,7   Fehler [%] 5,7 1,0 
2 
1 143 108 139   
2 
1 99 41 96 
[%]   75,5 97,2   [%]   41,4 97,0 
2 139 106 136   2 118 52 115 
[%]   76,3 97,8   [%]   44,1 97,5 
3 148 109 142   3 92 37 89 
[%]   73,6 95,9   [%]   40,2 96,7 
Mittelwert [%] 75,1 97,0   Mittelwert [%] 41,9 97,1 
Fehler [%] 1,3 1,0   Fehler [%] 2,0 0,4 
5 
1 148 112 145   
5 
1 92 39 89 
[%]   75,7 98,0   [%]   42,4 96,7 
2 121 96 118   2 98 36 95 
[%]   79,3 97,5   [%]   36,7 96,9 
3 150 119 146   3 103 50 100 
[%]   79,3 97,3   [%]   48,5 97,1 
Mittelwert [%] 78,1 97,6   Mittelwert [%] 42,6 96,9 
Fehler [%] 2,1 0,3   Fehler [%] 5,9 0,2 
10 
1 129 110 126   
10 
1 146 68 143 
[%]   85,3 97,7   [%]   46,6 97,9 
2 133 96 126   2 110 48 105 
[%]   72,2 94,7   [%]   43,6 95,5 
3 118 98 116   3 116 44 110 
[%]   83,1 98,3   [%]   37,9 94,8 
Mittelwert [%] 80,2 96,9   Mittelwert [%] 42,7 96,1 
Fehler [%] 7,0 1,9   Fehler [%] 4,4 1,6 
20 
1 169 142 163   
20 
1 109 43 107 
[%]   84,0 96,4   [%]   39,4 98,2 
2 116 85 110   2 105 47 103 
[%]   73,3 94,8   [%]   44,8 98,1 
3 112 87 108   3 106 48 103 
[%]   77,7 96,4   [%]   45,3 97,2 
Mittelwert [%] 78,3 95,9   Mittelwert [%] 43,2 97,8 
Fehler [%] 5,4 0,9   Fehler [%] 3,2 0,6 
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt.  
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Tab. 7.5.8: Daten zur quantitativen Bestimmung der Zell-Zell-Kontakte von Keimlingen des WT-Stamms und 
verschiedener erg-Mutanten in Gegenwart von Fluconazol. 
Stamm 
FLZ 
[µg/mL] 
Repli-
kat 
Gesamt-
zahl an 
Zell-
paaren 
Zell-Zell-Kontakte 
 
Stamm 
FLZ 
[µg/mL] 
Repli-
kat 
Gesamt-
zahl an 
Zell-
paaren 
Zell-Zell-Kontakte 
normal geschwollen verdreht 
 
normal geschwollen verdreht 
WT                                       
(N1-01) 
0                            
(4 h) 
1 65 62 3 0 
 
Δerg-11                    
(N4-28) 
0                            
(4 h) 
1 60 56 4 0 
[%] 
 
95,4 4,6 0,0 
 
[%] 
 
93,3 6,7 0,0 
2 62 58 4 0 
 
2 69 65 4 0 
[%] 
 
93,5 6,5 0,0 
 
[%] 
 
94,2 5,8 0,0 
3 58 55 3 0 
 
3 65 62 3 0 
[%] 
 
94,8 5,2 0,0 
 
[%] 
 
95,4 4,6 0,0 
Mittelwert [%] 94,6 5,4 0,0 
 
Mittelwert [%] 94,3 5,7 0,0 
Fehler [%] 0,9 0,9 0,0 
 
Fehler [%] 1,0 1,0 0,0 
2                            
(4 h) 
1 62 54 8 0 
 
2                            
(4 h) 
1 65 45 14 6 
[%] 
 
87,1 12,9 0,0 
 
[%] 
 
69,2 21,5 9,2 
2 53 43 10 0 
 
2 62 41 17 4 
[%]
 
81,1 18,9 0,0 
 
[%]
 
66,1 27,4 6,5 
3 66 56 10 0 
 
3 71 44 19 8 
[%] 
 
84,8 15,2 0,0 
 
[%] 
 
62,0 26,8 11,3 
Mittelwert [%] 84,4 15,6 0,0 
 
Mittelwert [%] 65,8 25,2 9,0 
Fehler [%] 3,0 3,0 0,0 
 
Fehler [%] 3,6 3,2 2,4 
5                            
(4 h) 
1 63 47 13 3 
 
5                            
(4 h) 
1 68 30 24 14 
[%] 
 
74,6 20,6 4,8 
 
[%] 
 
44,1 35,3 20,6 
2 78 58 14 6 
 
2 74 36 27 11 
[%]
 
74,4 17,9 7,7 
 
[%]
 
48,6 36,5 14,9 
3 66 47 16 3 
 
3 64 33 20 11 
[%] 
 
71,2 24,2 4,5 
 
[%] 
 
51,6 31,3 17,2 
Mittelwert [%] 73,4 20,9 5,7 
 
Mittelwert [%] 48,1 34,3 17,5 
Fehler [%] 1,9 3,2 1,8 
 
Fehler [%] 3,8 2,7 2,9 
10        
(4 h) 
1 52 24 18 10 
 
10                            
(4 h) 
1 67 35 21 11 
[%] 
 
46,2 34,6 19,2 
 
[%] 
 
52,2 31,3 16,4 
2 62 31 22 9 
 
2 66 31 21 14 
[%] 
 
50,0 35,5 14,5 
 
[%] 
 
47,0 31,8 21,2 
3 68 36 22 10 
 
3 62 28 21 13 
[%] 
 
52,9 32,4 14,7 
 
[%] 
 
45,2 33,9 21,0 
Mittelwert [%] 49,7 34,2 16,2 
 
Mittelwert [%] 48,1 32,3 19,5 
Fehler [%] 3,4 1,6 2,7 
 
Fehler [%] 3,7 1,3 2,7 
20                            
(4 h) 
1 65 36 17 12 
 
       
[%] 
 
55,4 26,2 18,5 
 
       
2 57 28 22 7 
 
       
[%]
 
49,1 38,6 12,3 
 
       
3 62 39 15 8 
 
       
[%] 
 
62,9 24,2 12,9 
 
       
Mittelwert [%] 55,8 29,6 14,5 
 
       
Fehler [%] 6,9 7,8 3,4 
 
       
40                                   
(4 h) 
1 - n.b. n.b. n.b. 
 
       
[%] - - - - 
 
       
2 - n.b. n.b. n.b. 
 
       
[%] - - - - 
 
       
3 - n.b. n.b. n.b. 
 
       
[%] - - - - 
 
       
Mittelwert [%] - - - 
 
       
Fehler [%] - - - 
 
       
40                                   
(5 h) 
1 57 27 20 10 
 
       
[%]  47,4 35,1 17,5 
 
       
2 62 29 22 11 
 
       
[%]  46,8 35,5 17,7 
 
       
3 67 32 25 10 
 
       
[%] 
 
47,8 37,3 14,9 
 
       
Mittelwert [%] 47,3 36,0 16,7 
 
       
Fehler [%] 0,5 1,2 1,6 
 
       
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt.                 n.b.: nicht bestimmt.  
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(Tab. 7.5.8: Fortsetzung) 
Stamm 
FLZ 
[µg/mL] 
Repli-
kat 
Gesamt-
zahl an 
Zell-
paaren 
Zell-Zell-Kontakte 
 
Stamm 
FLZ 
[µg/mL] 
Repli-
kat 
Gesamt-
zahl an 
Zell-
paaren 
Zell-Zell-Kontakte 
normal geschwollen verdreht 
 
normal geschwollen verdreht 
Δerg-2 
Δerg-11                    
(N4-36) 
0                            
(4 h) 
1 63 57 6 0 
 
Δerg-10a 
Δerg-10b                    
(N4-38) 
0                            
(4 h) 
1 63 48 15 0 
[%] 
 
90,5 9,5 0,0 
 
[%] 
 
76,2 23,8 0,0 
2 77 67 10 0 
 
2 66 47 17 2 
[%]
 
87,0 13,0 0,0 
 
[%]
 
71,2 25,8 3,0 
3 70 60 10 0 
 
3 74 55 15 4 
[%] 
 
85,7 14,3 0,0 
 
[%] 
 
74,3 20,3 5,4 
Mittelwert [%] 87,7 12,3 0,0 
 
Mittelwert [%] 73,9 23,3 2,8 
Fehler [%] 2,5 2,5 0,0 
 
Fehler [%] 2,5 2,8 2,7 
2                            
(4 h) 
1 61 29 24 8 
 
2                            
(4 h) 
1 52 13 24 15 
[%] 
 
47,5 39,3 13,1 
 
[%] 
 
25,0 46,2 28,8 
2 69 34 26 9 
 
2 46 12 22 12 
[%]
 
49,3 37,7 13,0 
 
[%]
 
26,1 47,8 26,1 
3 61 26 27 8 
 
3 48 10 26 12 
[%] 
 
42,6 44,3 13,1 
 
[%] 
 
20,8 54,2 25,0 
Mittelwert [%] 46,5 40,4 13,1 
 
Mittelwert [%] 24,0 49,4 26,6 
Fehler [%] 3,5 3,4 0,0 
 
Fehler [%] 2,8 4,2 2,0 
5                            
(4 h) 
1 59 18 24 17 
 
       
[%] 
 
30,5 40,7 28,8 
 
       
2 59 14 26 19 
 
       
[%] 
 
23,7 44,1 32,2 
 
       
3 59 12 28 19 
 
       
[%] 
 
20,3 47,5 32,2 
 
       
Mittelwert [%] 24,9 44,1 31,1 
 
       
Fehler [%] 5,2 3,4 2,0 
 
       
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt. 
 
 
Tab. 7.5.9: Daten zur quantitativen Bestimmung der 
Lokalisierung von SO-GFP und MAK-2-GFP in WT-
Keimlingspaaren in Gegenwart von Fluconazol. 
FLZ                               
[µg/mL] 
Art des                   
Zell-Zell-
Kontakts 
Lokalisierung von SO-GFP 
fokussiert 
schwach 
rekrutiert/ 
fehllokalisiert 
Gesamtzahl 
0 normal 
20 1 21 
95,2 4,8 [%] 
10 
normal 
19 1 20 
95,0 5,0 [%] 
geschwollen 
18 34 52 
34,6 65,4 [%] 
verdreht 
1 26 27 
3,7 96,3 [%] 
 
        
FLZ                               
[µg/mL] 
Art des                   
Zell-Zell-
Kontakts 
Lokalisierung von MAK-2-GFP 
fokussiert 
schwach 
rekrutiert 
Gesamtzahl 
0 normal 
39 4 43 
90,7 9,3 [%] 
10 
normal 
16 0 16 
100,0 0,0 [%] 
geschwollen 
96 40 136 
70,6 29,4 [%] 
verdreht 
37 35 72 
51,4 48,6 [%] 
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Abb. 7.5.6: Fluconazol bewirkt die Rekrutierung von SO-GFP an die Zellperipherie von Keimlingen. 
Sporen eines Stamms, der SO-GFP im WT-Hintergrund (N1-22) exprimiert, wurden in Vorkulturen in MM-
Schrägagarröhrchen mit Fluconazol (FLZ) angezogen und auf MM-Agarplatten mit der gleichen Konzentration 
des Inhibitors plattiert. Mit steigender Konzentration an FLZ wird SO-GFP zunehmend in punktförmigen 
Aggregaten entlang der Zellperipherie von Keimlingen, die sich nicht in Interaktion mit anderen Zellen befinden, 
rekrutiert. Das Protein liegt punktuell und in einer zufälligen Art und Weise verteilt am Zellkortex vor. Diese 
Rekrutierung ist nicht von der Verfügbarkeit von Ca2+ im Medium abhängig. Stattdessen treten die SO-GFP-
Komplexe in Abwesenheit des Ions schon bei einer relativ geringen Konzentration an FLZ auf. In Kombination 
mit FLZ bewirkt der Mangel an Ca2+ zudem eine verstärkte Vakuolisierung der Keimlinge. Größenbalken: 5 µm. 
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Abb. 7.5.7: In Abwesenheit von Calcium-Ionen entfaltet Fluconazol eine fungizide Wirkung. 
Der WT-Stamm (N1-01) wurde in Vorkulturen auf MM mit einer steigenden Konzentration an Fluconazol (FLZ) 
angezogen. Sporen dieser Kulturen wurden auf gewöhnliches MM (mit Ca2+) bzw. MM ohne Ca2+ plattiert, zu 
dem jeweils die gleiche Konzentration an FLZ zugegeben worden war, und über Nacht bei 30 °C inkubiert. Im 
Vergleich zum Medium mit Ca2+, auf dem der Inhibitor lediglich fungistatisch wirkt, häufen sich bei einer 
mittleren bis hohen Konzentration von FLZ lysierte und/oder abgestorbene Keimlinge an (Kreuze), wenn 
Calcium fehlt. Größenbalken: 10 µm 
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Abb. 7.5.8: Die Hyphen einiger Mutanten der Sphingolipid-Biosynthese weisen Polaritätsdefekte auf. 
A: Die in der KO-Sammlung von N. crassa enthaltenen Mutanten der Sphingolipid-Biosynthese Δgsl-10 
(KO-0022), Δgsl-12 (KO-0032) und Δgsl-13 (KO-0031) ähneln makroskopisch dem WT (N1-01), während 
Δgsl-5 (KO-0020) kompakter erscheinende Lufthyphen ausbildet. B: PCR-Ansätze zur Verifizierung der 
vorhandenen Deletionsmutanten der Sphingolipid-Biosynthese. Erwartete Fragmentgrößen in Klammern. Für 
verwendete Primer, siehe Tab. 2.1.3. C: Die Betrachtung der Wachstumsfront reifer Myzelien zeigt, dass die 
Mutanten Δgsl-5 und Δgsl-10 leichte bis mäßige Veränderungen hinsichtlich der Polarität von Hyphen 
aufweisen. Größenbalken: 20 µm. 
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Tab. 7.5.10: Daten zur quantitativen Bestimmung des gerichteten Wachstums von 
Keimlingen des WT-Stamms und verschiedener gsl-Mutanten bei 30 °C und 39 °C. 
Temperatur 30 °C 39 °C 
Stamm Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
WT                          
(N1-01) 
1 65 47 63 1 73 57 71 
[%] 
 
72,3 96,9 [%]   78,1 97,3 
2 80 67 79 2 90 62 88 
[%]
 
83,8 98,8 [%]   68,9 97,8 
3 78 54 76 3 80 58 78 
[%] 
 
69,2 97,4 [%]   72,5 97,5 
Mittelwert [%] 75,1 97,7 Mittelwert [%] 73,2 97,5 
Fehler [%] 7,7 0,9 Fehler [%] 4,6 0,3 
Δgsl-5 
(KO_0020) 
1 50 43 48 1 53 38 53 
[%] 
 
86,0 96,0 [%]   71,7 100,0 
2 44 35 44 2 37 25 37 
[%]   79,5 100,0 [%]   67,6 100,0 
3 45 39 44 3 52 39 52 
[%]   86,7 97,8 [%]   75,0 100,0 
Mittelwert [%] 84,1 97,9 Mittelwert [%] 71,4 100,0 
Fehler [%] 3,9 2,0 Fehler [%] 3,7 0,0 
Δgsl-10 
(KO_0022) 
1 46 36 44 1 53 39 52 
[%]   78,3 95,7 [%]   73,6 98,1 
2 46 36 46 2 42 28 42 
[%]   78,3 100,0 [%]   66,7 100,0 
3 52 34 52 3 58 48 58 
[%]   65,4 100,0 [%]   82,8 100,0 
Mittelwert [%] 74,0 98,6 Mittelwert [%] 74,3 99,4 
Fehler [%] 7,4 2,5 Fehler [%] 8,1 1,1 
Δgsl-12 
(KO_0032) 
1 95 75 92 1 77 53 76 
[%]   78,9 96,8 [%]   68,8 98,7 
2 86 59 82 2 76 54 73 
[%]   68,6 95,3 [%]   71,1 96,1 
3 105 82 100 3 69 46 66 
[%]   78,1 95,2 [%]   66,7 95,7 
Mittelwert [%] 75,2 95,8 Mittelwert [%] 68,9 96,8 
Fehler [%] 5,7 0,9 Fehler [%] 2,2 1,7 
Δgsl-13 
(KO_0031) 
1 76 60 75 1 78 62 75 
[%]   78,9 98,7 [%]   79,5 96,2 
2 71 55 70 2 85 65 84 
[%]   77,5 98,6 [%]   76,5 98,8 
3 80 61 79 3 62 50 61 
[%]   76,3 98,8 [%]   80,6 98,4 
Mittelwert [%] 77,6 98,7 Mittelwert [%] 78,9 97,8 
Fehler [%] 1,4 0,1 Fehler [%] 2,2 1,4 
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt. 
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7.6 Anhang zu Abschnitt 3.6 
 
Abb. 7.6.1: Mutanten der Ergosterol-Biosynthese von N. crassa weisen eine leicht erhöhte Sensitivität 
gegenüber oxidativem Stress auf. 
Sporen des WT-Stamms und der Ergosterol-Biosynthese-Mutanten (siehe Abb. 3.1.1 für die Bezeichnung der 
Stämme) wurden auf Sorbose-reichem Medium in Form von seriellen Verdünnungen aufgebracht. Den Medien 
wurden steigende Konzentrationen an H2O2 bzw. Ascorbinsäure zugesetzt. A: Die meisten erg-Mutanten weisen 
eine im Vergleich zum WT erhöhte Sensitivität gegenüber H2O2 auf. B: Einige der Mutanten wachsen auch in 
Gegenwart von 300 mM Ascorbinsäure schlechter als der WT, jedoch ist die Sensitivität nicht so stark 
ausgeprägt wie bei der Behandlung mit H2O2. 
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Tab. 7.6.1: Daten zur quantitativen Bestimmung 
des gerichteten Wachstums von WT-Keimlingen 
von B. cinerea auf MM und Zwiebelepidermis. 
Medium Replikat 
Gesamtzahl 
an Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
MM 
1 218 59 217 
[%] 
 
27,1 99,5 
2 179 33 178 
[%] 
 
18,4 99,4 
3 204 57 202 
[%] 
 
27,9 99,0 
Mittelwert [%] 24,5 99,3 
Fehler [%] 5,3 0,3 
Zwiebel-
Epidermis 
(ZE) auf 
MM 
1 210 0 207 
[%] 
 
0,0 98,6 
2 200 0 197 
[%] 
 
0,0 98,5 
3 187 0 183 
[%] 
 
0,0 97,9 
Mittelwert [%] 0,0 98,3 
Fehler [%] 0,0 0,4 
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt. 
 
Tab. 7.6.2: Daten zur quantitativen Bestimmung des gerichteten Wachstums von WT-Keimlingen von 
B. cinerea in Gegenwart von Ascorbinsäure und Wasserstoffperoxid. 
NaHCO3 
[mM] 
Ascorbat 
[mM] 
Replikat 
Gesamtzahl 
an Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
 
H2O2 
[mM] 
Replikat 
Gesamtzahl 
an Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl der 
gekeimten 
Sporen 
100 0 
1 179 61 178 
 
0 
1 215 67 213 
[%] 
 
34,1 99,4 
 
[%] 
 
31,2 99,1 
2 202 69 201 
 
2 188 47 187 
[%] 
 
34,2 99,5 
 
[%] 
 
25,0 99,5 
3 220 61 219 
 
3 190 49 190 
[%] 
 
27,7 99,5 
 
[%] 
 
25,8 100,0 
Mittelwert [%] 32,0 99,5 
 
Mittelwert [%] 27,3 99,5 
Fehler [%] 3,7 0,1 
 
Fehler [%] 3,4 0,5 
100 100 
1 180 25 180 
 
2 
1 201 29 199 
[%] 
 
13,9 100,0 
 
[%] 
 
14,4 99,0 
2 207 28 206 
 
2 160 18 158 
[%] 
 
13,5 99,5 
 
[%] 
 
11,3 98,8 
3 192 22 191 
 
3 205 37 204 
[%] 
 
11,5 99,5 
 
[%] 
 
18,0 99,5 
Mittelwert [%] 13,0 99,7 
 
Mittelwert [%] 14,6 99,1 
Fehler [%] 1,3 0,3 
 
Fehler [%] 3,4 0,4 
150 0 
1 235 83 232 
      
[%] 
 
35,3 98,7 
      
2 218 75 217 
      
[%] 
 
34,4 99,5 
      
3 237 68 236 
      
[%] 
 
28,7 99,6 
      
Mittelwert [%] 32,8 99,3 
      
Fehler [%] 3,6 0,5 
      
150 150 
1 227 12 224 
      
[%] 
 
5,3 98,7 
      
2 212 8 209 
      
[%] 
 
3,8 98,6 
      
3 221 15 219 
      
[%] 
 
6,8 99,1 
      
Mittelwert [%] 5,3 98,8 
      
Fehler [%] 1,5 0,3 
      
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt. 
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Tab. 7.6.3: Daten zur quantitativen Bestimmung des gerichteten Wachstums von Keimlingen des WT-Stamms und 
der nox-Mutanten von B. cinerea in Gegenwart von Wasserstoffperoxid. 
B05.10 ΔbcnoxA ΔbcnoxB 
H2O2 
[mM] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl 
der 
gekeimten 
Sporen 
H2O2 
[mM] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl 
der 
gekeimten 
Sporen 
H2O2 
[mM] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl 
der 
gekeimten 
Sporen 
0 
1 198 54 198 
0 
1 174 0 173 
0 
1 199 24 180 
[%] 
 
27,3 100,0 [%] 
 
0,0 99,4 [%] 
 
12,1 90,5 
2 194 41 194 2 176 0 175 2 184 27 161 
[%] 
 
21,1 100,0 [%] 
 
0,0 99,4 [%] 
 
14,7 87,5 
3 185 50 185 3 180 0 180 3 203 29 165 
[%] 
 
27,0 100,0 [%] 
 
0,0 100,0 [%] 
 
14,3 81,3 
Mittelwert [%] 25,1 100,0 Mittelwert [%] 0,0 99,6 Mittelwert [%] 13,7 86,4 
Fehler [%] 3,5 0,0 Fehler [%] 0,0 0,3 Fehler [%] 1,4 4,7 
1 
1 191 18 191 
1 
1 185 0 185 
1 
1 182 10 150 
[%] 
 
9,4 100,0 [%] 
 
0,0 100,0 [%] 
 
5,5 82,4 
2 222 30 222 2 177 0 177 2 182 22 156 
[%] 
 
13,5 100,0 [%] 
 
0,0 100,0 [%] 
 
12,1 85,7 
3 191 30 191 3 183 0 181 3 177 13 154 
[%] 
 
15,7 100,0 [%]  0,0 98,9 [%] 
 
7,3 87,0 
Mittelwert [%] 12,9 100,0 Mittelwert [%] 0,0 99,6 Mittelwert [%] 8,3 85,0 
Fehler [%] 3,2 0,0 Fehler [%] 0,0 0,6 Fehler [%] 3,4 2,4 
2 
1 206 8 206 
2 
1 157 0 155 
2 
1 194 8 167 
[%] 
 
3,9 100,0 [%] 
 
0,0 98,7 [%] 
 
4,1 86,1 
2 189 12 188 2 176 0 175 2 171 6 141 
[%] 
 
6,3 99,5 [%] 
 
0,0 99,4 [%] 
 
3,5 82,5 
3 210 16 210 3 174 0 173 3 201 4 165 
[%] 
 
7,6 100,0 [%] 
 
0,0 99,4 [%] 
 
2,0 82,1 
Mittelwert [%] 6,0 99,8 Mittelwert [%] 0,0 99,2 Mittelwert [%] 3,2 83,5 
Fehler [%] 1,9 0,3 Fehler [%] 0,0 0,4 Fehler [%] 1,1 2,2 
               
ΔbcnoxAB ΔbcnoxR 
     
H2O2 
[mM] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl 
der 
gekeimten 
Sporen 
H2O2 
[mM] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl 
der 
gekeimten 
Sporen 
     
0 
1 188 0 188 
0 
1 156 0 155 
     
[%] 
 
0,0 100,0 [%] 
 
0,0 99,4 
     
2 162 0 162 2 185 0 184 
     
[%] 
 
0,0 100,0 [%] 
 
0,0 99,5 
     
3 154 0 153 3 176 0 176 
     
[%] 
 
0,0 99,4 [%] 
 
0,0 100,0 
     
Mittelwert [%] 0,0 99,8 Mittelwert [%] 0,0 99,6 
     
Fehler [%] 0,0 0,4 Fehler [%] 0,0 0,3 
     
1 
1 154 0 153 
1 
1 168 0 167 
     
[%] 
 
0,0 99,4 [%] 
 
0,0 99,4 
     
2 166 0 166 2 176 0 174 
     
[%] 
 
0,0 100,0 [%] 
 
0,0 98,9 
     
3 177 0 177 3 163 0 162 
     
[%] 
 
0,0 100,0 [%] 
 
0,0 99,4 
     
Mittelwert [%] 0,0 99,8 Mittelwert [%] 0,0 99,2 
     
Fehler [%] 0,0 0,4 Fehler [%] 0,0 0,3 
     
2 
1 187 0 184 
2 
1 162 0 161 
     
[%] 
 
0,0 98,4 [%] 
 
0,0 99,4 
     
2 166 0 165 2 174 0 170 
     
[%] 
 
0,0 99,4 [%] 
 
0,0 97,7 
     
3 171 0 170 3 163 0 163 
     
[%] 
 
0,0 99,4 [%] 
 
0,0 100,0 
     
Mittelwert [%] 0,0 99,1 Mittelwert [%] 0,0 99,0 
     
Fehler [%] 0,0 0,6 Fehler [%] 0,0 1,2 
     
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt. 
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Tab. 7.6.4: Daten zur quantitativen Bestimmung des gerichteten Wachstums 
von Keimlingen des WT-Stamms und der Mutante ΔbcnoxA von B. cinerea in 
Gegenwart von Wasserstoffperoxid. 
B05.10 ΔbcnoxA 
H2O2 
[mM] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl 
der 
gekeimten 
Sporen 
H2O2 
[mM] 
Replikat 
Gesamt-
zahl an 
Zellen 
Anzahl der 
Zellen mit 
gerichtetem 
Wachstum 
Anzahl 
der 
gekeimten 
Sporen 
0 
1 179 45 178 
0 
1 173 0 168 
[%] 
 
25,1 99,4 [%] 
 
0,0 97,1 
2 167 46 166 2 175 0 173 
[%] 
 
27,5 99,4 [%] 
 
0,0 98,9 
3 188 55 188 3 196 0 194 
[%] 
 
29,3 100,0 [%] 
 
0,0 99,0 
Mittelwert [%] 27,3 99,6 Mittelwert [%] 0,0 98,3 
Fehler [%] 2,1 0,3 Fehler [%] 0,0 1,0 
0,01 
1 179 47 178 
0,01 
1 194 0 193 
[%] 
 
26,3 99,4 [%] 
 
0,0 99,5 
2 185 52 185 2 182 0 181 
[%] 
 
28,1 100,0 [%] 
 
0,0 99,5 
3 179 51 178 3 175 0 174 
[%] 
 
28,5 99,4 [%] 
 
0,0 99,4 
Mittelwert [%] 27,6 99,6 Mittelwert [%] 0,0 99,5 
Fehler [%] 1,2 0,3 Fehler [%] 0,0 0,0 
0,1 
1 169 40 169 
0,1 
1 185 0 182 
[%] 
 
23,7 100,0 [%] 
 
0,0 98,4 
2 175 54 175 2 170 0 169 
[%]  30,9 100,0 [%] 
 
0,0 99,4 
3 160 44 159 3 173 0 171 
[%] 
 
27,5 99,4 [%] 
 
0,0 98,8 
Mittelwert [%] 27,3 99,8 Mittelwert [%] 0,0 98,9 
Fehler [%] 3,6 0,4 Fehler [%] 0,0 0,5 
0,5 
1 182 38 182 
0,5 
1 165 0 163 
[%] 
 
20,9 100,0 [%] 
 
0,0 98,8 
2 171 54 171 2 163 0 163 
[%] 
 
31,6 100,0 [%] 
 
0,0 100,0 
3 180 37 180 3 179 0 176 
[%] 100 20,6 100,0 [%] 
 
0,0 98,3 
Mittelwert [%] 24,3 100,0 Mittelwert [%] 0,0 99,0 
Fehler [%] 6,3 0,0 Fehler [%] 0,0 0,9 
1 
1 184 20 183 
1 
1 168 0 168 
[%] 
 
10,9 99,5 [%] 
 
0,0 100,0 
2 167 30 167 2 181 0 177 
[%] 
 
18,0 100,0 [%] 
 
0,0 97,8 
3 182 33 182 3 168 0 167 
[%] 
 
18,1 100,0 [%] 
 
0,0 99,4 
Mittelwert [%] 15,7 99,8 Mittelwert [%] 0,0 99,1 
Fehler [%] 4,1 0,3 Fehler [%] 0,0 1,1 
Die Fehler aller Mittelwerte sind als SD dargestellt. 
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